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RESUMEN 
Virtualmente todas las celulas de mamiferos estan bajo la influencia del radical libre 
denominado oxido nitrico (NO). Las enzimas responsables de la sintesis del NO se conocen como 
oxido nitrico sintasas (NOS 6 NO-sintasas). En marniferos, se han clonado tres isoenzimas de la 
NO-sintasa. Las isoformas neuronal y endotelial son dependientes de Ca" y se expresan 
constitutivamente, rnientras que la isoforma inducible es Ca++ independiente y se induce en 
presencia de lipopolisacaridos y citocinas. Todas las isoformas pertenecen a la farnilia de 10s 
citocromos P-450, utilizan L-arginina como sustrato, con oxigeno molecular y nicotinarnida 
adenina dinucleotido fosfato forma reducida (NADPH) como co-sustratos. 
Las fbnciones del NO fberon descriptas primeramente en tres sistemas fisiologicos 
(vascular, n e ~ o s o  e inrnune) y a partir de dicho estudio se fberon descubriendo fbnciones del NO 
en otros sistemas como el reproductor, respiratorio y excreter. 
En reproduction, se vio que el NO induce la ereccion peniana, estimula a1 factor liberador 
de la hormona luteinizante (LH-RH) y modula la sintesis de prostaglandmas uterinas y ovkicas 
durante la luteolisis en la rata. Sin embargo, hasta el momento no se habia descripto la 
participacion del NO en el proceso de fertilizacion. 
En el presente trabajo se presentan evidencias de la existencia de la enzima NO-sintasa en 
la gameta masculina murina y su participacion en la fertilizacion in vitro. 
Mediante ensayos fmnacologicos determinamos que la adicion de inhibidores especificos 
de la NO-sintasa w-nitro-L-arginina (NO,-arg) 6 NO-nitro-~-gginina meti1 &ter (L-NAME)) 
durante el proceso de capacitacion in vitro disrninuye el porcentaje de ovocitos fertilizados. Esta 
inhibicion es estereoespecfica y depende de la concentracion. 
Dado que el proceso de fertilizacion se encuentra afectado en presencia de L-NAME y 
NO,-arg, medimos la motilidad espermatica y el patron de hiperactivacion. A 10s 120 rnin de 
incubacion, el L-NAME disrninuye el porcentaje de espermatozoides motiles e hiperactivados, 
mientras que un generador de NO como el nitroprusiato de sodio (NP) acelera estos parimetros 
de manera concentracion dependiente. 
Considerando que el NO tambien podia participar en la reaccion acrosomal, mediios el 
efecto del L-NAME sobre espermatozoides reaccionados espontaneamente 6 en presencia de un 
inductor fisiologico como la progesterona. En estos casos, la exocitosis acrosomal tambib se 
halla inhibida; la inhibicion es estereoespecifica y depende de la concentracion. Contrariamente, 
0.1 mM de spermine-NONOate (generador de NO) estimula la reaccion acrosomal en 
espermatozoides previamente capacitados a niveles semejantes a 10s obtenidos con 15 pM de 
progesterona. 
Luego de 10s ensayos fmacologicos, evidenciamos la presencia de la NO-sintasa 
espermatica mediante ensayos inmunolClgicos. Por inmunofluorescencia indirecta localizamos 
la NO-sintasa en el acrosoma y en la cola de espermatozoides no capacitados. Durante la 
capacitacion, la fluorescencia desaparece del acrosoma y se mantiene en el flagelo, otorgando 
a esta enzima un potencial significado fisiologico en el proceso de capacitacion ylo de reaccion 
acrosomal. Seguidamente, realizamos ensayos de Western Blot, 10s cuales nos permitieron 
demostrar que anticuerpos anti-NOS neuronal, endotelial e inducible reconocen una unica 
fraccion proteica de 140 kD bajo condiciones desnaturalizantes y no reductoras en 
espermatozoides fiescos de raton. 
Cuando realizamos 10s experimentos cineticos, detectamos la presencia de formacion de 
NO, medida como conversion de L-arginina a L-citrulina en espermatozoides intactos y vivos 
(condiciones in vivo). Lor espermatozoides sintetizan NO durante el proceso de capacitacibn 
alcanzando un plateau a 10s 120- 180 rnin de incubacion. Ad-, la production de NO depende 
de la c o w o n  de L-arghim presente en el medio de incubacion y es inhibida por L-NAME 
per0 no por aminoguanidina (inhibidor especifico para la NO-sintasa de caracter inducible), 
sugiriendo la existencia de una NO-sintasa espermatica de caracter constitutive. 
Considerando que en 10s ensayos farmacol6gicos evidenciamos la participacion de la 
NO-sintasa del espermatomide en la exocitosis acrosornal inducida por progesterona, se estudio 
tambitin la modulacion de este esteroide sobre la formacion de NO en espermatozoides 
capacitados. Asi, observamos que 15 pM de progesterona estimula directamente la sintesis de 
NO durante el period0 ensayado (90-120 rnin). 
Basindonos en trabajos realizados en nuestro laboratorio intentamos relacionar a1 NO 
con la sintesis de prostaglandinas e hidroxiacidos. Para ello, en primer termino, demostramos 
que 10s espermatozoides de raton son capaces de sintetizar PGE, e hidroxiacido 5-HETE y 
luego observamos que el NP estimula la sintesis de estos metabolitos en la gameta masculina. 
Sin embargo, la sintesis basal de prostaglandinas no se ve modificada en presencia de L-NAME. 
Los resultados de este trabajo evidencian por primera vez la presencia de la NO-sintasa 
en el espermatozoide de raton y demuestran su participacion en el proceso de fertilization, 
modulando la motilidad espermatica y la exocitosis acrosomal. Podemos afirmar entonces, que 
el NO sintetizado por la NO-sintasa esperdtica, es necesario para que el espermatozoide pueda 
expresar su plena capacidad fertilizante in vitro. 
SUMMARY 
Mammalian cells are all virtually exposed to the action of nitric oxide (NO). Nitric oxide 
synthases (NOS or NO-synthases) are the enzymes that catalyze the production of NO. Three 
distinct isoforms of NO-synthase have been cloned in mammals. The neuronal and the 
endothelial isoforms are Ca++-dependent and are constitutively expressed while the inducible 
isoform does not depend on Ca"' and is induced with bacterial products and cytokines. 
NO actions have been previously described in the vascular, the nervous and the immune 
systems. However, many other fbnctions are being shown in the reproductive, the respiratory 
and the urinary systems. 
In the reproductive field, it was found that NO induces penis erection, stimulates LH-RH 
factor and modulates prostaglandins synthesis in the rat uterus. Nevertheless, till now it was 
not described the role of NO in the fertilization process. 
Our results show that NO-synthase inhibitors (NO-nitro-L-arginina (NO,-arg) 6 No-nitro- 
L--arginina meti1 kster (L-NAME)) added at the onset of capacitation reduce the percentage of 
f e e d  oocytes. This inhibition is stereospecific and depends on the concentration. Moreover, 
we demonstrate that L-NAME reduces the percentage of motile and hyperactivated spermatozoa 
at 120 min of incubation, while a nitric oxide donor named sodium nitroprusside (NP) 
accelerates hyperactivation in a concentration manner. 
We were then interested in searching the effect of NO-syntahse inhibitors on the 
spontaneous and progesterone-induced acrosome reaction. In these cases, the acrosomal 
exocytosis is inhibited, the inhibition is stereospecific and depends on the concentration. In 
contrast, 0.1 mM spermine-NONOate (NO donor) stimulates the progesterone-induced 
acrosome reaction. 
Then, we evidence the presence of sperm NO-synthase by immunological assays. Thus, 
we localized NO-synthase in the acrosome and tail of non capacitated mouse spermatozoa by 
the immunofluorescence technique. During capacitation the fluorescence disappears in the 
acrosome and it persists in the tail. Besides, under denaturing and non reducing conditions, 
Western Blot analysis of solubilized sperm proteins reveal a unique band of Mr=140 kD with 
the three NO-synthase antisera tested (neuronal, endothelial and inducible isoforms). 
By means of kinetics assays, we detect the production of NO by intact spermatozoa 
(in vivo conditions). During the capacitation period (120 min), lo7 spermatozoa are capable 
to synthesize 7*2 picomoles of NO. Besides, NO formation depends on the incubation period 
and on the concentration of L-arginine present in the incubation medium. Different 
concentrations of L-NAME but not aminoguanidine, inhibit L-['JC]citrulline formation, 
suggesting that sperm NO-synthase is a constitutive isoform. 
In the pharmacological assays, we demonstrated that NO-synthase may be involved in 
the progesterone-induced acrosome reaction; so we studied the effect of this steroid on the 
production of NO by capacitated sperm. In this set of experiments we show that 15 pM 
progesterone stimulates NO formation in spermatozoa. 
Based on studies done in our laboratory, we finally intend to relate NO to prostaglandins 
and hydroxyacids synthesis. We first demonstrate that mouse spermatozoa synthesize PGE, and 
5-HETE and that these synthesis are stimulated by NP. However, L-NAME does not inhibit 
these basal synthesis. 
The results presented here evidence for the first time the presence of NO-synthase in the 
murine male gamete and the role of this enzyme in the fertilization process: sperm NO-synthase 
modulates sperm motility and the acrosomal exocytosis. So, we can say that NO, synthesized 
by sperm NO-synthase is necessary for spermatozoa to express its full fertilizing ability. 
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CAPITULO I 
1. FERTILIZACION EN MAMIFEROS 
La fertilizacion no es un proceso azaroso sino que requiere de multiples factores a fin 
de coordinar el encuentro entre las gametas. Siendo las prostaglandinas y el oxido nitric0 
mensajeros que intervienen en numerosos sistemas fisiologicos, nos intereso conocer la posible 
relacion de estos compuestos en la fbncion espermatica murina. 
1.1. El espermatozoide 
1.1.1. Morfologia del espermatozoide 
El espermatozoide es el product0 final de la espermatogenesis, la cud ocurre en 10s 
tubulos seminiferos del testiculo. La espermatoghesis involucra una sene de divisiones 
mitoticas de las espermatogonias, dos divisiones meioticas de 10s espermatocitos, un 
remodelamiento morfologico de la espermatide y la liberacion de la cdula libre en el lumen del 
~ b u l o  seminifero mediante el proceso conocido como esperrniacibn. 
La espermatogenesis produce una celula en la que twto su estructura como su hncion 
esth altamente diierenciadas y es al mismo tiempo totipotente; siendo capaz de combinarse con 
el ovocito para formar un nuevo individuo. 
El espermatozoide de mamiferos tiene dos componentes principales: la cabeza y el 
flagelo. La cabeza esta compuesta por un acrosoma, el nucleo, citoplasma y cantidades 
remanentes de estructuras del citoesqueleto. El acrosoma es un grhulo secretorio de pan 
tamaiio que rodea y recubre la porcion anterior del nucleo, que es haploide y cuya cromatina se 
encuentra muy condensada. El flagelo contiene un axonema central, mitocondrias y fibras 
densas, las cuales forman el citoesqueleto. La cabeza, a1 igual que el flagelo, esta rodeada por 
la membrana plasmatica y contiene muy poco citoplasma (Eddy, 1988) (Figura I. I). 
Las estructuras especializadas del espermatozoide son marcadores de su fbncionalidad: 
el acrosoma contiene enzimas hidroliticas esenciales para la fertilizacion y el flagelo posee la 
fbente de energia y la maquinaria necesaria para la motilidad. Estos componentes son 10s que 
permiten la fertilizacion, es decir, la entrada a1 ovocito del material genetic0 que contiene el 
nucleo del espermatozoide. Esta entrada da lugar a la combinacion de 10s pronucleos haploides 
femenino y masculino, finalizando el proceso de fertilizacion e iniciando el de desarrollo. 
Figura 1.1: Diagrama de un espermatozoide de mamifero. 
1.1.2. La membrana plasmaitica 
La membrana plasmatica del espermatozoide esta subdividida en regiones muy 
bien delineadas que difieren tanto en su funcion como en su composition. La mayoria 
de las regiones se establece durante la espenniogenesis, aunque en algunas especies (cobayo) 
ocurre en el paso por el epididimo. 
Las regiones son el reflejo de la adquisicion de hnciones especificas determinadas por 
componentes de superficie y citoplasdticos del espermatozoide. La formacion de las regiones 
se pone de manifiesto estudiando la union a lectinas (Koehler, 1981), la carga de superficie 
@ledford, 1963), el perfil de criofiactura (Friend y Fawcett, 1974) y la union de anticuerpos en 
la superficie del espermatozoide (Koehler, 1974). 
En la mayoria de 10s espermatozoides de mamiferos, las principales regiones de la 
membrana plasmatica asociadas a la zona de la cabeza son: el acrosoma anterior, el segmento 
ecuatorial y la region postacrosomal. 
En el flagelo, las regiones & la membrana plasmhtica e s t h  ubicadas sobre la pieza media 
y la region posterior del flagelo. Entre estas regiones se encuentra el annulus, el cual es un anillo 
fibroso que rodea a 10s componentes del axonema y esta firmemente unido a la membrana 
plasdtica (Eddy, 1988). 
1.1.3. La ca beza 
La cabeza del espermatozoide de mamiferos esta ocupada mayoritariamente por 
el nucleo y el acrosorna; el citoplasma se ve reducido a un volumen minim0 durante las liltimas 
etapas de la espermatogenesis. El volumen del nucleo del espermatozoide es menor que el de 
las dldas  somaticas y su cromatina esth muy condensada. 
El acrosoma se origina a partir del complejo de Golgi en la espermatide y es d o g o  a 
un lisosoma (Allison y Hartree, 1970): posee un pH acido y contiene enzimas hidroliticas como 
la hialuronidasa, I3-N-acetil-glucosaminidasa, foshtasa acida, proacrosina y acrosina, fosfolipasa 
A, (PLAJ, colagenasa, neuraminidasa, calpaina I1 y fosfolipasa C (PLC), entre otras 
(Yanagimachi, 1994). Estas enzimas permiten a1 espermatozoide atravesar las distintas cubiertas 
del ovocito para luego hsionarse con el oolema (membrana plasdtica del ovocito). 
El acrosoma esta formado por dos segmentos: el capuchon acrosomal y el segmento 
ecuatorial (Figura 11.2). Se encuentra ubicado en la region anterior de la cabeza, justo por debajo 
hIembrana plasmitica 
Mernbrana acrosomal 
externa 
h-lembrana acrosomal 
Acrosoma Membrana nuclear 
L;imina densa 
postacrosomal 
Figura 1.2: Representacitin esquemitica de un corte sagital de la cabeza del 
espermatozoide. 
de la membrana plasmatica y esta endentado por el nucleo en su parte posterior. La membrana 
acrosomal interna esta firmemente adherida a la porcion anterior de la envoltura nuclear, 
mientras que la membrana acrosomal externa se encuentra por debajo de la membrana 
plasmatica. 
Durante la reaccion acrosomal, la membrana acrosomal externa se fbsiona y se vesiculiza 
con la membrana plasmatica, liberindose el contenido del acrosoma. En la mayoria de las 
especies, la membrana acrosomal interna y el segment0 ecuatorial persisten hasta la fusion del 
espermatozoide con el ovocito. 
1.1.4. El flagelo 
El flagelo de 10s espermatozoides de mamiferos esta compuesto por cuatro segmentos: 
la pieza conectora (cuello), la pieza media, la pieza principal y la pieza final. Las principales 
estructuras que se encuentran en el flagelo son el axonema, la vaina mitocondxial, las fibras 
densas externas y la vaina fibrosa F i p r a  1.3). 
El axonema se extiende a lo largo de todo el flagelo y esta compuesto por un complejo 
de microtihulos del tipo "9+2", el cual esth altamente ordenado y rodeado por densas fibras que 
se extienden desde la cabeza hasta el final posterior del axonema. La porcion anterior o pieza 
media del flagelo contiene mitoconchias envueltas en una helice cornpacta (vaina mitocondrial); 
mientras que la porcion posterior o pieza principal posee una vaina fibrosa que rodea a las fibras 
densas. Las fibras densas y la vaina fibrosa conforman el citoesqueleto del flagelo. 
El flagelo provee la en& de movimiento necesaria para la fertilization. Los diferentes 
elementos que constituyen el flagelo generan ondas desde la base del flagelo hasta su punta y 
proveen la fberza de propulsion (Eddy, 1988). 
1.2. Maduraci6n epididimaria 
El epididimo de muchas especies, incluyendo la humana, no es un mero conduct0 por 
donde circulan 10s espemtozoides en su pasaje desde el testiculo hacia las vesiculas seminales. 
Por el contrario, existe una estrecha interrelacion entre la garneta masculina y el epididiio. A1 
abandonar el testiculo, 10s espermatozoides de mamiferos (a diferencia de 10s invertebrados y 
de 10s anuros), no poseen la capacidad de fertilizar al ovocito. Esta capacidad la adquieren por 
el lento pasaje a traves del epididimo, denominindose a este proceso ma&racion epididimaria. 
cabeza I flagelo 
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Figura 13: Caracteristicas generales del espermatozoide de mamiferos. La 
cabeza dd espermatozoide esth unida a la pieza conectora (a) del flagelo. Las 
otras regiones del flagelo son la pi- media, la pieza principal y la pieza final. 
La pieza media contiene la vaina mitocondrial (b), mientras que la pieza principal 
contiene la vaina fibrosa (c). Las flechas muestran un corte longitudinal y uno 
transversal de la pieza principal. fib- densas, axonema, vaina fibrosa. 
Tanto tl axonema como las frbras densas se disponen todo a lo largo del flagelo. 
El lugar donde 10s espermatozoides completan su rnaduracion varia se&n la especie. En 
el carnero la maduracion se completa en el segmento distal del caput (cabeza) rnientras que en 
la rata, esto ocurre en el segmento distal del corpus (cuerpo) (Dacheux y Paquignon, 1980). Sin 
embargo, en la mayoria de las especies la maduracion se completa en el segment0 distal del 
epididimo caudal (cola). En aquellas especies donde 10s espermatozoides se almacenan en el 
conducto deferente antes de ser eyaculados, la maduracion puede continuar en este conducto. 
En el hamster, tanto 10s espermatozoides de epididimo caudal como 10s provenientes del 
conducto deferente fertilizan el 100% de 10s ovocitos. Sin embargo, todos 10s ovocitos 
fertilizados por espermatozoides del epididiio caudal son monospeicos, mientras que 10s 
fertilizados con espermatozoides del conducto deferente son polispermicos (Yanagimachi y col. 
1985). Esto indicaria que 10s espennatozoides del conducto deferente son mas competentes para 
la fertilizacion que 10s espermatozoides del epididimo caudal, ya que un mayor ntimero 
de estos penetra al ovocito dentro del lapso de tiempo anterior al bloqueo polisphico. Por 
ende, 10s espermatozoides de hamster probablemente continuen la maduraeion en el conducto 
deferente. 
Uno de 10s cambios miis importantes que sufien 10s espermatozoides en el proceso de 
maduracion es la adquisicion de la motilidad. En el epididimo caudal, 10s espermatozoides 
presentan un movimiento activo y progresivo mientras que en el testiculo carecen de motilidad. 
Esta falta de motilidad por parte de 10s espermatozoides testiculares se deberia en parte, a la 
inmadurez de la membrana plasdtica, porque espermatozoides testiculares carentes de esta 
membrana y expuestos a ATP, AMP ciclico (AMPc) y Mg" presentan una activa motilidad, 
semejante a la de espermatozoides maduros del epididimo caudal (Ishijirna y cot. 1985). Se Cree, 
tambih que la transferencia de ciertas sustancias como la carnitina (Acott y col. 1983) y la 
glicerofosfocolina (Mante y Huszagh, 1985) del fluido epididimario al espermatozoide es 
importante para la adquisicion de la motilidad. 
El epididirno presenta una gran actividad secretora y de absorcion. La osmolaridad y la 
composition quimica del fluido secretado por el epididimo varia de un segmento a otro 
(Lechene, 1982). En el epididimo se crea un microambiente adecuado y caracteristico para el 
espermatozoide y a su vez el espermatozoide regula este rnicroarnbiente estimulando la actividad 
secretora del epitelio epididimario (Leung y Wong, 1994). Un claro ejemplo de esta estrecha 
relacion es el caso de la liberation de la angiotensina I por parte de las celulas epiteliales del 
epididimo: el espermatozoide posee la enzima que convierte la angiotensina I en angiotensina 
11. Este ultimo metabolite a c ~ a  sobre el epitelio epididimario estimulando la secrecion de 
electrolitos en el lumen del epididimo (Wong y Uchendu, 1990). Es esperable, entonces, que la 
totalidad de la membrana plasmatica del espermatozoide, que esta directamente expuesta al 
fluido epididimario, se altere diferencialmente en las distintas regiones del epididimo (Olson 
y Orgebin-Crist, 1982). Una clara evidencia de estos cambios, es la capacidad que adquiere la 
membrana del espermatozoide de adherirse a la zona pelucida del ovocito (CuasNcu y col. 
1984a; Orgebin-Crist y Fournier-Delpech, 1982) o el cambio net0 de carga negativa en la 
membrana plasmatica durante la maduracion (Moore, 1979). 
Cuando 10s espermatozoides salen del testiculo, la mernbrana plasmatica esta cubierta 
con varias macromol~las (antigenos) que durante el pasaje por el epididimo se pierden 6 
alteran. Existen tambien glicoproteinas que se adsorben a la membrana plasmhtica del 
espermatozoide (Peterson y Russell, 1985; Young y col. 1985). Este mecanismo parece estar 
mediado, en parte, por en+ (galactosilW- sialitransferasa) (Hamilton y Gould, 1980; 
Bernal y col. 1980) presentes en el fluido epididimario. 
Las glicoproteinas no son las linicas moldculas de membrana que varian durante la 
maduracion. Los lipidos de membrana tambien sufren cambios quimicos y fisicos (Parks y 
Hammerstedt, 1985). En el corpus ep id id i io  hay una elevada sintesis de colesterol, lo cual 
sugiere que el colesterol se integra a la membrana plasmatica del espermatozoide durante la 
maduracion espermatica. 
Los espermatozoides que maduraron en el epididimo se mueven activamente pero no 
poseen la inmediata capacidad de fertilizar al ovocito. Es decir, 10s espermatozoides han 
adquirido potencialmente la capacidad fertilizante per0 todavia no la pueden "mostrar"; 
necesitan pasar primer0 por el tracto genital femenino para poder expresarla. Se define al 
proceso de capacitacion como 10s cambios fisiologicos (funcionales) que llevan a1 
espermatozoide a ser competente para fertilizar al ovocito. 
Se postula que este proceso, caracterktico del espermatozoide de 10s mamiferos, ocurre 
cuando ciertas molkulas, que estabilizan a la membrana plasmiitica del espermatozoide son 
eliminadas o alteradas favoreciendo asi 10s ulteriores procesos de hiperactivacion y reaccion 
acrosomal (Bedford, 1 967). 
1.3.1. Capacitacibn in vivo 
La necesidad de un periodo de capacitacion previo a la fertilizacion h e  observada 
primeramente por Chang (195 1) y Austin (1952); sin embargo, aun hoy no se conocen con 
exactitud las bases moleculares de la misma. 
Se sabe que el lugar donde 10s espermatozoides comienz.an la capacitacion varia s e w  
el sitio de deposicion de 10s mismos. En algunas especies como el perro, el cerdo y varios 
roedores, el semen es depositado en el utexo; mientras que en la mayoria de 10s mamiferos 
euterioq el semen es depositado en la vagina siendo el cervix el sitio donde la garneta masculina 
comienza a capacitarse. 
En la mayoria de las especies, la capacitacion h l i z a  en el istmo. Esta region del 
oviducto es el sitio donde 10s espermatozoides se almacenan hasta el momento de la ovulation; 
es una zona rica en receptores adrenQgicos (Jasen, 1978) y posee irrigation directa desde el 
ovario, sugiriendo una alta sensi'bilidad a pequeilas variaciones hormonales (Hunter y col. 1983). 
Esto exp1im-h la sincronia entre el ascenso de 10s espermatozoides y el descenso de 10s ovocitos 
a la ampolla o ampulla (Overstreet y Cooper, 1979a; Smith y Yanagirnachi, 1991). 
Los espermatozoides pueden capacitarse en el oviducto o el utero aislado (Bedford, 
1969; Brackett y Server, 1970). Sin embargo, se ha demostrado que 10s espermatozoides se 
capacitan con mayor diciencia cuando pasan secuencialmente primer0 por el utero y luego por 
el oviducto. A l p o s  autores tambib dernostraron que 10s espermatozoides pueden capacitarse 
a h  kera del tract0 genital fimmino, en la cavidad peritoneal (Verkuyl, 1988). Por lo tanto, uno 
podria pensar que lo especial y unico del tracto genital femenino respecto a la capacitacion es 
la habitidad que este posee para controlar la velocidad de capacitacion y para sincronizar el 
encuentro efectivo entre las dos gametas. 
1.3.2. Eventos que ocurren durante la capacitacibn 
1.3.2.1. Remocidn del plasma seminal 
Ciertos componentes que provienen de las glhdulas anexas (vesicula seminal, prostata, 
glindulas de Cowper y de Littre) se adhieren a la membrana plasdtica del espermatozoide 
previniendo la expresion de la capacidad fertilizante del mismo. Algunos ejemplos son: 
- el zinc (Zn") que inhibe a la PLA,. 
- la caltrina que inhibe la entrada de Ca* al espermatozoide (Coronel y Lardy, 1992). 
- una proteina de la vesicula seminal que inhibe la actividad de la acrosina 
(Boettger-Tong y col. 1992). 
La remocion del plasma seminal por centrifugation o por migracion espontinea (swim- 
up) es indispensable para que ocurra la capacitacion in vitro. Si espermatozoides ya capacitados 
son resuspendidos en plasma seminal, estos se decapacitan; siendo entonces la capacitacion un 
evento reversible. 
1.3.2.2. Cambios en la membrana plasmhtica 
- Las proteinas unidas a la membrana plasdtica de manera no covalente se liberan durante 
el pasaje por el utero; mientras que otras se adsorben a la membrana (Volglmayr y Sawyer, 
1986). 
- Algunas proteinas estructurales o epididimarias pierden residuos de azlicares disrninuyendo 
su peso molecular (Singer y col. 1985). Un ejemplo de ello es la proteina de 100 kD de 
espermatozoide de carnero, la cual disrninuye a 91 kD luego del proceso de capacitacion 
(Villarroya y Scholler, 1987). 
- Otras proteinas migran distancias cortas o en heas pequeiias formando parches con y sin 
partidas ( \ r h o y a  y Scholler, 1987; Suzuki y Yanagimachi, 1989; Rochwerger y Cuasnicu, 
1992). La fbsion entre la membrana pladitica y la membrana acrosomal externa tendria origen 
en zonas libres de particulas. 
II. Alteration de lipiabs 
- Se liberan de la membrana plasmktica esteroles libres y conjugados (colesterol y 
desmoesteroles sulfhdos), otorgbdole una mayor fluidez a la misma (Ehrenwald y col. 1988). 
- La fijacion de Ca" en la fosfatidilserina inhibe la accion estabilizadora de este fosfolipido 
sobre la fosfatidil- etanolamina. 
- La metilacion de fosfatidiletanolamina aurnenta el contenido de fosfatidilcolina, la cual 
favorece la formation de lisofosfatidilcolii (Stojanoff y col. 1988). 
Estos cambios en la relacion colestero1:fosfolipidos contribuyen a la desestabilizacion de 
las membranas, perdiendo la rigidez adquirida durante la maduracion epididimaria. La mayor 
fluidez de las membranas favorece 10s procesos de reaccion acrosornal y fbsion de garnetas. 
1.3.2.3. Cambios metab6licos 
Se conoce poco sobre 10s cambios metabi,licos que o m e n  durante la capacitacion. Boell 
(1985) describe un aumento de la actividad respiratoria durante este proceso per0 lo atribuye a 
la presencia de sustratos energkticos en el medio capacitante y no a1 proceso de capacitacion en 
si mismo. Se observo, tambien un aumento del pH intracelular, que refleja un intercambio de 
iones: Hyne y col. (1985) describen una reduccion intracelular de K' y un aumento importante de 
Na'. Con respecto al Ca", 10s resultados son contradictories. Algunos autores postulan un 
aumento durante la capacitacion (Fraser y McDermott, 1992) mientras que otros demuestran lo 
contrario (Ruknudin y Silver, 1990). 
1.3.2.4. Cambios en la motilidad del espermatozoide 
Durante la capacitacion 10s espermatozoides adquieren primeramente una motilidad 
progresiva y lineal. Como consecuencia de la capacitacion, 10s espermatozoides adquieren un 
patron de motilidad caracteristico denominado hiperactivacion (Fraser, 1977). Los 
espermatozoides hiperactivados se mueven vigorosamente, batiendo la cola en forma de lkigo 
y generalmente con la cabeza describiendo un ocho. 
La hiperactivacion de 10s espermatozoides en el tracto genital femenino comenzaria en la 
ampolla. Se postula que la hiperactivacion sirve al espermatozoide para despegarse del epitelio 
del istmo oviductal (que knciona como rese~orio) y le permite avanzar dentro del fluido 
viscoso del oviduct0 hacia el ovocito (Deutch y col. 1985). Otra fbncion seria la de facilitar la 
entrada del espermatozoide por las distintas cubiertas del ovocito (hipotesis mechica). 
Las bases bioquirnicas de la hiperactivacion no se conocen con exactitud. Se ha 
comprobado que la presencia de Ca" (Yanagimachi, 1982) y de glucosa (Cooper, 1984) es 
indispensable para que se genere la hiperactivacion. El aumento de Ca++ intracelular, 
posiblemente via proteina G, que a su vez activa canales de Ca", estimula a la adenilato ciclasa. 
El aumento de AMPc activa a proteinas quinasas, las cuales fosforilan proteinas relacionadas con 
el d e s l i i e n t o  del axonema (dineina) (Yanagimachi, 1994). Se@n Tash y Bracho (1994), 
cada vez existe mayor evidencia sobre el importante rol que cumplen las proteinas fosfatasas en 
la motilidad; aunque asumen que todos 10s cambios de motilidad no pueden regularse d o  por 
fosforilaciones. 
La capacitacion se puede lograr tambien in vitro, es deck fbera del tracto genital 
femenino. Los requerimientos para obtener espermatozoides capacitados in vitro son 10s 
siguientes: 
- utilizar una suspension de espermatozoides libre de plasma seminal (Shalgi y col. 198 1). 
Esto se obtiene por la t h i ca  de swim-up o por centrihgacion. Otra posibilidad es trabajar con 
espermatozoides epididimarios como en el caso de raton, rata o hamster. 
- utilizar un medio de incubacion, que puede ser una solucion Krebs-Ringer modificada o 
Tyrode suplementada con sustratos m d l i c o s  adecuados (lactate, pimvato y glucosa). 
- suplementar el medio de incubacion con aceptores de colesterol como el suero y la 
alb\imina (BSA). El suero es m&s eficiente que el BSA porque posee proteinas tales como las 
HDL, LDL y VLDL. Se piensa que la alblimina favorece la desestab'ilizacion de la mernbrana 
phsdtica mediante la remocion del colesterol (Ravnik y col. 1993). Cabe aclarar que algunos 
autores demuestran que la a l b h  no es requisite indispensable para que ocurra la capacitacion 
esp-tica per0 si la reaccion acrosomal (Fraser, 1985). 
- en el caso de eqmnatomides bovinos es necesaria la presencia de heparina, que aumenta 
el influjo de Ca" (Uguz y col. 1994). 
El tiempo que requiere la capacitacion in vitro varia se&n la especie. En el raton es de 
aproximadamente 90-120 minutos (min) rnientras que en el humano es de 3-5 horas (hs). 
1.4. Penetracidn espermitica a travCs del cirmulus 
Los ovocitos de mamiferos poseen dos importantes barreras (las celulas del cumulus y 
la zona pehicida), que el espematozoide debe atravesar antes de fbsionarse con el oolema. Los 
ovocitos de algunos mamiferos como 10s ungulados, monotremos y marsupiales pierden el 
ciunuus antes de la ovulation (Rodger y Bedford, 1982). En estos cams d o  la zona pelucida 
recubre al ovocito. 
El climulus esth compuesto por dlulas de la granulosa y celulas tecales y por una matriz 
de kid0 hialuronico (2500 kD) asociado a proteinas (Vi rji y col. 1990). Las celulas del cumulus 
sintetizan esta matriz (Tesarik y col. 1988) ademas de secretar progesterona y prostaglandinas 
(Schuetz y Dubin, 198 1). 
Varias son las hnciones que se atribuyen al c~mulus, como ser: 
- reducir el proceso de endurecimiento o "hardening" de la zona pelucida luego de la 
ovulacion. 
- seleccionar 10s espermatozoides m b  aptos para la fertiliacion. 
- favorecer el anclaje y la fusion del espermatozoide con el oolema (Yudin y col. 1988). 
No todos 10s espermatozoides logran atravesar el cumulus. So10 aquellos que estin 
capacitados (Austin, 1960) per0 todavia no reaccionados, pueden hacerlo. Es decir, 10s 
espermatozoides no capacitados o 10s que sufiieron la reaccion acrosomal antes de pasar el 
cumulus son incapaces de penetrarlo (Cummins y Yanagirnachi, 1986). 
Varios trabajos se han realizado para conocer si el pasaje del espermatozoide a traves del 
cumulus es meramente mecinico o si tambien depende de la accion enzimatica. Talbot y col. 
(1985) consideran que la hialuronidasa asociada a membrana plasmatica (y no la de origen 
acrosornal) fircilita este proceso. Sin embargo, aunque 10s espermatozoides de sapo y erizo de mar 
no poseen esta enzima son igualmente capaces de atravesar el cumulus y de llegar intactos a la 
zona pelucida (Talbot y col. 1985). Por lo tanto, hasta el momento, 10s datos experimentales in 
vitro nos demuestran que tanto la motilidad como la accion enzimatica intervienen en el pasaje 
a traves del cumulus. 
1.5. Interacci6n espermatozoide-zona pellicida 
La zona pelucida es una matriz acelular glicoproteica secretada por el ovocito durante su 
crecirniento (Bleil y Wassarman, 1980). A1 pasar a1 oviduct0 se le incorporan glicoproteinas 
sintetizadas por celulas epiteliales del istmo y de la ampolla (Abe y Oikawa, 1991). En varias 
especies se identificaron diferentes familias de glicoproteinas de la zona pelucida, las cuales 
presentan cierto grado de homologia (Chamberlin y Dean, 1990). En el raton, la zona pelucida 
esta formada por tres glicoproteinas: ZP, (200 kD), ZP, (120 kD) y ZP, (83 kD). La ZP, es un 
polipeptido con cadenas cortas de oligosaciridos, las ZP, y ZP, se combinan para formar 
filamentos, 10s cuales se unen mediante la ZP,, originando una estructura tridimensional 
(Wassarman, 1991). Algunas funciones que se le asignan a la zona pelucida son: 
- evitar la polispermia. 
- inducir la reaccion acrosomal en algunas especies (raton). 
- proteger al ovocito y al embrion de dafios fisicos (Nichols y Gardner, 1989). 
- crear un microambiente optimo para el desarrollo del embrion. 
- es esencial para el desarrollo in vivo del embrion preimplantacional. 
1.5.1. Uni6n zona pelricida-espermatozoide 
Los espermatozoides capacitados se unen h e m e n t e  a la zona pelucida de 10s ovocitos 
maduros. Esta union esta mediada por componentes de la zona pelucida y por molkulas 
presentes en la superficie del espermatozoide. 
1.5.1.1. Receptores en la zona pelricida 
Gwatkin y Williams (1977) encontraron que al incubar previamente espermatozoides 
capacitados de hamster con mxra pelucida solubilizada, la union a la superficie de zona pelucida 
intacta estaba inhibida. Sin duda, la superficie del espermatozoide tiene moleculas con alta 
afinidad a la zona pelucida y esos sitios son saturables. 
Los componentes responsables de esta union se conocen claramente en el raton y 
recientemente se han descripto en humanos (Moos y col. 1995). 
Segiin Mortillo y Wassarman (1991) hay dos componentes en la zona pelucida 
responsables de la union: la molkula ZP,, que se une a la membrana plasmatica del 
espermatozoide sobre el capuchon acrosomal y la ZP,, que se une preferentemente a la 
membrana acrosomal interna. Es decir, que la ZP, se une a1 espermatozoide intacto (sin 
reaccionar), mientras que la ZP, se une en segundo termino cuando el espermatozoide esta 
reaccionado. La capacidad de union de la ZP, esth dada por 10s residuos de anicares que posee 
(Rosiere y Wassarman, 1992). Ademas de esta fincion, la ZP, es capaz de inducir la reaccion 
acrosomal, esta hncion esta asociada a su estructura peptidica (Crozet, 1993). 
Entonces, la ZP, se caracteriza por: 
- ser el primer ligando zona pelucida-espermatozoide. 
- unirse al espermatozoide intacto. 
- poseer la capacidad de union (residuos de &cares) al espermatozoide y de disparar la 
reaccion acrosomal (estructura proteica). 
1.5.1.2. Receptores en el espermatozoide 
Muchas proteinas se han propuesto como receptores en el espermatozoide de la ZP,. 
Kopf y Gerton (1991) postulan que el receptor de la molwa ZP, es una proteina con dos sitios 
de union, uno con actividad de ligando y el otro con la capacidad de desencadenar la reaccion 
acrosomal. Duncan y Fraser (1993) y Leyton y Saling (1989) demuestran que una proteina de 
95 kD con actividad tirosina kinasa podria cumplir esa fbncion. 
Por otro lado, otros autores sugieren a una galactosil-trandkrasa como receptor. Cuando 
se incuban 10s espermatozoides con alfa-lactoalbumina, la cual se une especificamente a la 
galactosiltransferasa, la union zona pelucida-espermatozoide es inhibida de manera 
concentracion-dependiente (Shur y Hall, 1982). Estos ensayos sugieren que la 
galactosiltrmderasa en la superficie del espermatozoide participa en la interaction de gametas 
uniendose a residuos N-acetilglucosaminos de la ZP,. 
En cuanto al receptor para ZP,, el candidato mtb fberte es una enzirna acrosornal 
denominada acrosina (Bleil y coI. 1988). Barros y col. (1992.) localizaron a la acrosina en la 
membrana acrosomal interna de espermatozoides de hamster, otorgando asi m b  fberza a esta 
teoria. 
1.5.2. La reacci6n acrosomal 
El acrosoma de 10s espermatozoides de mamiferos es una organela rodeada por 
membranas y recubre la porcibn anterior del nucleo del espermatozoide. Es product0 del 
complejo de Golgi y es sintetizada y ensarnblada durante la espermiogenesis. 
La reaccion acrosomal (RA) es un evento exocitotico caracteristico de la gameta 
rnasculina. Involucra multiples fbsiones entre la membrana plasmatica del espermatozoide y la 
membrana acrosomal externa dando origen a vesiculas hibridas (Barros y col. 1967). Como 
resultado de esta reaccion, el contenido acrosomal es liberado y la membrana acrosomal interna 
queda expuesta a fin de interaccionar con la zona pelucida (Figura I. 4). El segment0 ecuatorial 
del acrosoma no se vesiculiza, tal vez por la presencia de calpactina I1 y vimentina que conectan 
firmemente la membrana plasmatica con la acrosomal externa (Benuti, 199 1). 
El sigdicado fisiologico de la reaccion acrosomal parece ser facilitar al espermatozoide 
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Figura 14: Diagrama que ilustra la secuencia temporal de la reacci6n acrosomal. (A) 
Antes de que ocurra la reacciiin acrosomal. (B) Reacci6n acrosomal: las fusiones 
mwples entre la membram plasdtica y la membrana acrosomal externa permiten 
la liberaciiin del contenido acrosonral (enzimas). (C) La reacciiin acrosomal se ha 
completado: la membrana acrosomd interna queda expuesta. Ac.: capuchiin 
acmsomal, Eq.: segment0 eeua~torinl, LAM.: membmna acrosomal interna. 
el pasaje a travQ de las distintas cubiertas del ovocito para fusionarse finalmente, con el oolema 
(Yanagimachi, 1994). Sin embargo, muchos autores no consideran a la reaccion acrosomal d lo  
como una simple exocitosis de enzimas hidroliticas, sino que la asocian tambien con cambios a 
nivel de la membrana del espermatozoide que favorecen la fusion con el oolema. Tal es el caso 
de la proteina PH-20 presente en la region acrosomal de la membrana plasmlica, la cual 
migra a la region posterior de la cabeza como consecuencia de la reaccion acrosomal (Myles, 
1993). Entonces, se puede afkmar que la fhalizacion de la reaccion acrosomal es un requisite 
absoluto para que ocurra la fertilization. 
In vivo, gran rnimero de espermatozoides mueren en el tracto genital femenino y pierden 
el acrosoma. Solo aquellos que se encuentran en el lugar correcto y en el momento adecuado 
sobreviven a1 medio hostil del tracto. Los espermatozoides que llegan al utero y a1 oviduct0 
mantienen sus acrosornas intactos (Overstreet y Cooper, 1979b). En el momento de la 
fertilization, algunos espermatozoides &en reaccion acrosornal en el cb~ulus para facilitar la 
entrada de otros espermatozoides no reaccionados (Cummins y Yana,gimachi, 1986), 10s cuales 
estan aptos para interaccionar con la zona pelucida y fertilizar a1 ovocito. Como hecho 
general, 10s espermatozoides con el acrosoma intact0 pueden unirse a la zona pelucida. Sin 
embargo, en cobayo y en conejo se comprobo que el espermatozoide reaccionado tambien es 
capaz de unirse a la zona pelucida. 
- Reaccion acrosomal verahkra vs. falsa: cuando 10s espermatozoides mueren, las 
membranas pierden semipermeabilidad y el acrosoma se autodigiere. Al microscopio optico, 
estos espermatozoides se ven como reaccionados. Por lo tanto, se debe distinguir entre las 
modificaciones degenerativas del acrosoma de espermatozoides muertos y la reaccion acrosomal 
fisiologica que ocurre en espermatozoides motiles. Se propuso denominar reaccion acrosomal 
falsa a la del primer caso y verdadera a la del segundo (Bedford, 1970). 
Las ttknicas experimentales que se utilicen para determinar la reaccion acrosomal deben 
distinguir entre ambos tipos de reaccion. El mejor metodo es la microscopia electronics. Esta 
tecnica es la unica capaz de distinguir modiicaciones menores del acrosoma. Sin embargo, 
debido a su costo y complejidad, usualmente se utilizan tinciones dobles, las cuales determinan 
simulthearnente la viabilidad y el status acrosomal de 10s espermatozoides. En 10s casos en que 
el acrosoma es grande y visible (cobayo) se utiliza el microscopio de contraste de fase. 
- Reaccion acrosomal espontanea vs. inhcidb.: se encuentra bien establecido que 
espermatozoides de diferentes especies pueden sufiir una reaccion acrosomal verdadera en 
ausencia de inductores. A este tip0 de reaccion acrosomal se la denomina esponthea. La 
llamada reaccion acrosomal inducida es la que se produce en 10s espermatozoides vivos en 
presencia de inductores. Algunos inductores fisiologicos descriptos en ta literatura son: la zona 
pelucida, el fluido folicular, la progesterona, el diacilglicerol (DAG) (Mate y Rodger, 1993) y 
el factor natriuretico atrial (ANP) (Anderson y col. 1994). Tambien existen inductores no 
fisiologicos como el ionoforo de Ca" (A-23 187), el medio hiperosmotico y el etanol (Tarin y 
Trounson, 1994). 
1.5.2.2. Reacci6n acrosomd inducida por progesterona 
La progesterona, producida por el cumulus inicia la reaccion acrosornal en 
espermatozoides de distintas especies: humano, hamster, cobayo, cerdo, y raton (Roldh y col. 
1 994). 
La reaccion acrosomal time caractdcas similares a la exocitosis producida por celulas 
somiticas. Esta es regulada a traves de receptores por seiIales de transduccion especificas que 
incluyen cambios en la conductancia ionica, en el metabolism0 de 10s nucleotidos ciclicos y de 
10s fodoinositidos. Es mnable pensat entonces, que 10s procesos de transduccion que ocurren 
en el espermatozoide y desencademm la reaccion acrosomal, son regulados por receptores 
especificos. 
El receptor de progesterona se localiza exclusivamente en la cabeza del espermatozoide 
(Meizel y Turner, 1991) y difiere fundamentalmente del receptor intracelular de progesterona 
ya que no a d a  a nivel genomico y genera una respuesta en pocos minutos (15 min). La 
progesterona despolariza la membrana plasmiitica del espermatozoide (Forestay col. 1993) y 
produce un aumento intracelular de Ca" libre, el cud proviene del medio extracelular 
(Blackmore y Lattanzio, 1991). El influjo de Ca" conduce a la activation de proteinas tirosinas 
quinasas y a la fosforilacion de la proteina p95 (Tesarik y col. 1993). Ademas, la progesterona 
activa a la PLA, y estimula la sintesis de alquil-acetil-glicerofosfocolina (factor activador de 
plaquetas: PAF) (Baldi y col. 1993). Sin embargo, 10s mecanismos que regulan estos procesos 
y su relacion con la exocitosis aun no se conocen. 
1.5.2.3. Mecanismos involucrados en la reaccibn acrosomal 
- Hipbtesis mechtica: esta hipbtesis establece que 1a.penetracion del espermatozoide a traves 
de la zona pelucida es puramente mechica. Las enzimas acrosomales no cumplen hncion 
alguna; la intensa motilidad del espermatozoide (hiperactivacion) es el unico requerimiento. 
Algunas observaciones a favor de esta hipotesis son: 
- la deteccion de un fino corte con bordes bien definidos sobre la zona pelucida cuando 
el espermatozoide la atraviesa (Jedlicki y Barros, 1985). 
- 10s inhibidores de proteasas bloquean la union del espermatozoide a la zona, per0 una 
vez unido, la penetracion no puede ser inhibida (Saling, 1981). 
- un trabajo reciente de Wakayama y col. (1996) demuestra por rnicroscopia electronics 
la capacidad de espermatozoides de un roedor australiano ("vole") para atravesar la zona 
pelucida sin que ocurra la reaccion acrosornal. 
- Hipotesis enzimatica: esta hipotesis postula que las enzimas del acrosorna son las 
responsables de la union y de la penetration del espermatozoide en la zona pelucida. En este 
caso, la motilidad del espermatozoide tiene importancia secundaria. 
Algunos autores postulan a la acrosina como la enzima responsable de este proceso. Esta 
enzirna se puede encontrar como proacrosina (53 kD), alfa acrosina o beta acrosina (38 kD). 
La proacrosina tiene la capacidad de unirse fuerternente a la zona pelucida (Urch y Patel, 199 I), 
mientras que la alfa acrosina hidroliza glicoproteinas especificas de la zona, modificando su 
consistencia. La conversion de pro a alfa acrosina seria autocatalitica y gatillada por las 
glicoproteinas presentes en la zona pelucida. La autolisis de alfa acrosina resulta en beta 
acrosina, la cual tiene capacidad de hidrolizar la zona pelucida per0 no puede unirse a ella (Urch 
y col. 1985). La validez de esta hipbtesis depende de la concentracion de acrosina presente en 
la gameta masculina, el tiempo de autolisis de la acrosina y su localization en la membrana 
plasmitica y membrana acrosomal interna. 
1.6. Fusi6n ovocito-espermatozoide 
Luego de penetrar la zona pelucida, el espermatozoide reaccionado atraviesa rapidamente 
el espacio perivitelino (espacio estrecho entre la zona pelucida y el oolema), se fbsiona con el 
oolema y como consecuencia de la fusion, pierde su motilidad (Longo y col. 1986). 
El proceso de fusion es menos especie-especifico que el de la union a la zona 
pelucida y depende de la temperatura, del pH del medio y del status acrosomal del 
espermatozoide. 
Los ensayos de inhibition con anticuerpos establecen que en la superficie del 
espermatozoide existen moleculas que intervienen en el proceso de fusion. Algunos ejemplos 
son: la proteina PH-30 de hamster (Prirnakoffy col. 1987) y la proteina DE en rata (Cuasnicu 
y col. 1984b; Rochwerger y col. 1992). Asimismo, se sugiere que tanto en el ovocito como en 
el espermatozoide habria integrinas involucradas en el proceso de fusion (Klentzeris y col. 
1995). 
Mediante microscopia electronics se observo que en rnamiferos euterios existe una 
region de fbsion especifica del espermatozoide que es el segmento ecuatorial; mientras que en 
10s marsupiales es la mernbram acrosomal interna. El segmento ecuatorial adquiere la capacidad 
fusogknica al producirse la reaccion acrosomal. Durante. la ksion, la region posterior 
de la cabeza y la cola son incorporadas por el ovocito via fusion de membranas, mientras que 
la region anterior de la cabeza es fagocitada. 
Asi como existe una region especifica de fusion en el espermatozoide (segmento 
ecuatorial), tambih existe en el ovocito. El oolema presenta por lo menos dos regiones bien 
diferenciadas: (1) una region libre de grhulos corticales por donde extruye el segundo 
corplisculo polar y (2) el resto de la membrana que a diferencia de la region anterior se 
encuentra recubierta de mimvellosidades. Rara vez el espermatozoide se hsiona con el oolerna 
en la region libre de grhulos corticales. Sin embargo, todavia no se han determinado las bases 
moleculares involucradas en la exclusion de esta zona durante la fbsion con el espermatozoide. 
1.7. ActivacMn del ovocito 
La &&on con el espermatozoide dispara la activacion del ovocito, que implica una serie 
de eventos bioquimicos y morfologicos. Algunos de ellos serin detallados a continuacion. 
1.7.1. Cambio en el potencial de membrana y movilizaci6n de Ca" 
Cerca del sitio de union del espermatozoide se generan en pocos segundos sucesivas 
ondas de Caw. El aurnento de Ca" intracelular resulta de la liberacion de Ca" de 10s depositos 
i n~ lu l a r e s .  Como consecuencia de &to, la pmeabiliaad al ion K+ aumenta, hiperpolarizando 
gradualmente la membrana del ovocito desde -20 mV hasta -40 mV (Miyazaki, 1988). 
El espermatozoide no solo desencadena la activacion sino que interviene en el 
mecanismo de movilizacion de Ca". Se&n algunos autores un ligando putativo del 
espermatozoide se uniria a1 oolerna activando a la PLC via proteina G o via tirosina quinasa. 
Swann (1990) propone a un factor citosolico del espermatozoide como reponsable de la 
activacion de la PLC. 
Por otro lado, la activacion del ovocito se puede lograr artificialmente (sin el 
espermatozoide) mediante un influjo periodico de Ca* o por la inyeccion de 1-4-5-inositol 
trifosfato (IP,) (Cran y col. 1 988). 
1.7.2. Reacci6n cortical 
En respuesta a la movilizacion de Ca* se produce la exocitosis de 10s grhulos corticales, 
llamada reaccion cortical. Estos grhulos es th  adyacentes a1 oolema y contienen 
mucopolisachridos, acido fosfatidico, enzimas hidroliticas y peroxidasa, que son liberados al 
espacio perivitelino en la reaccion cortical. Estos compuestos modifican las caracteristicas 
quimicas y fisicas de la mna pelucida. Moller y Wassarman (1989), encontraron en el raton una 
proteasa de ~ u l o s  corticales que hidroliza parcialmente a la glicoproteina ZP, promoviendo 
el endurecimiento o "hardening" de la zona pelucida. La zona, asi modificada, impide la entrada 
de 10s espermatozoides generando el bloqueo polispermico. 
Sin embargo, el bloqueo no esta acotado a la zona pelucida (reaccion de zona); el oolema 
tarnbih contribuye a evitar la polispermia. A ditkencia del erizo de mar, en el raton no ocumria 
un bloqueo polispermico por despolarizacion del oolema (Jaffe y col. 1983), sino que la 
mernbrana cambiaria sus propiedades por un mecanismo independiente de la reaccion cortical. 
De acuerdo con Sato (1979), el bloqueo polispermico del oolema murino se da un minuto 
despues de la fbsion. La liberacion de 10s grhulos corticales y por ende el bloqueo de zona 
ocurre varios minutos despues. 
1.7.3. Desarresto de la meiosis 
En todas las cdulas eucariotas, el ciclo celular esta regulado por dos proteinas: la cdc2 
quinasa (34 kD) y la ciclina (50 kD). La cdc2 esta siempre presente mientras que la ciclina varia 
su concentration a lo largo del ciclo. En la fase G1 la ciclina se sintetiza y se une a la cdc2 para 
formar el factor promotor de la metafase (MPF) que esta inactivo (residuo 15 de tirosina 
fosforilado y residuo 161 de treonina desfosforilado). Luego, el MPF se activa variando sus 
fosforilaciones y dispara la ruptura de la envoltura nuclear para que la celula avance a la fase M 
El factor citostatico (CSF) estaria estabilizando de alguna manera al MPF. 
Durante el proceso de activacion del ovocito, la gameta femenina reasume la meiosis 
arrestada en metafase 11. El aumento de Cau y la accion de la PLC que rompe el balance de 
proteinas fosforiladas~desfosforiiadas modulando 10s canales ionicos de membrana, inactivan al 
MPF y a1 CSF (Newport, 1984; Whitaker y Patel, 1990). Esta inactivation junto a un aumento 
del pH intemo permite al ovocito completar la meiosis originando dos celulas con la rnitad del 
ADN matemo pero de tamaiio desigual: el ovulo y el segundo corpusculo polar. Esta asimetria 
mantiene en el ovulo una proportion mayor de vitelo, que es indispensable para el posterior 
desarrollo del embrion. 
1.8. Descondensaci6n nuclear del espermatozoide en el ooplasma 
Durante la tmdlormacion de espedtide a espermatozoide, las histonas nucleares son 
reemplazadas por protaminas. En el proceso de maduracion espermatica ocurre una extensa 
conversion de protaminas reducidas a oxidadas (SH - S-S) otorgando rigidez al nucleo 
(Meistrich y Reid, 1976) y favoreciendo asi el pasaje del espermatozoide por las distintas 
cubiertas del ovocito. 
Cuando el nucleo espedtico es incorporado a1 ovocito sufie una sene de 
transfomaciones como la desintegracion de la envoltura nuclear, la descondensacion de la 
crornatina, la reduction de puentes disulfiuo de protaminas asociadas al ADN y el cambio de 
protaminas por histonas. 
La desintegracion de la envoltura nuclear ocurre durante el estadio de metafase II del 
ovocito. La ruptura comienza a nivel del segment0 ecuatorial y continua anterior y 
posteriormente. De acuerdo con Berrios y Bedford (1976), 10s espermatozoides murinos 
fbsionados con ovocitos inmaduros en estadio de vesicula germinal son incapaces de romper la 
envoltura nuclear; infiriendo, entonces que el ooplasma de ovocitos maduros interviene en el 
proceso de desintegracion nuclear. 
La descondensacion de la cromatina tiene lugar durante la activacion del ovocito, en el 
pasaje de metafase I1 a telofase 11. Sin embargo, la activacion no es un proceso indispensable 
para la descondensacion. Por ejemplo, cuando 10s espermatozoides son microinyectados en 
ovocitos rnaduros, 10s ovocitos permanecen inactivados per0 10s espermatozoides son capaces 
de descondensarse (Uehara y Yanagimachi, 1977). 
En el ooplasma, las protaminas espedticas oxidadas (S-S) son reducidas (SH) por 
agentes reductores como el glutation (Perreault y col. 1988). Las protarninas se despegan del 
ADN por su alta afinidad a nucleoplasminas del ooplasma. El ADN, ahora libre, se une a las 
histonas. 
1.9. Formaci6n de pronucleos y singamia 
Luego de la protrusion del segundo corplisculo polar, comienza la recondensacion de 
la cromatina espermatica. El estadio de mayor condensacion de la cromatina masculina 
corresponde a la formacion de 10s pronucleos (Adenot y col. 199 1). 
El desarrollo del pronucleo masculino esta bajo el control de factores citoplasmiticos. 
A diferencia de la descondensacion nuclear masculina, la formacion del pronircleo masculino 
requiere la activacion ovocitaria y por ende la inactivacion del MPF. Otra mol&ula involucrada 
en este proceso es el factor de crecimiento del pronucleo masculino, el cual se produce en el 
ooplasma solo en presencia de las celulas de la granulosa. 
La sintesis de ADN comienza simultheamente en 10s dos pronucleos. En el raton la 
sintesis ocurre 10-1 1 hs luego de la penetration del espermatozoide y dura de 6-7 hs (Howlett 
y Bolton, 1985). Finalmate, 10s pronucleos migran a1 centro del ovulo y se produce la aposicion 
pronuclear, prerequisito necesario para que ocurra el primer clivaje. 
2. EL OXIDO NITRIC0 COMO MENSAJERO CELULAR EN MAMIFEROS 
2.1. Introducci6n 
El estudio de 10s nitratos en la fisiologia celular de 10s mamifieros es una historia reciente. 
Green y col. (1981) evidenciaron por primera vez que las celulas de mamiferos son capaces de 
sintetizar nitratos en ausencia de patogenos. Stuehr y Marletta (1985) demostraron que la 
estimulacion in vitro de 10s macrofagos con lipopolisaciridos (LPS) produce altos niveles de 
nitritos y nitratos. Trabajos posteriores deterrninaron que la L-arginina interviene en la 
citotoxicidad de 10s mamofagos y es el sustrato en la oxidacion a nitritos y nitratos (Hibbs y col. 
1987). Un aiio despuh, Marietta y col. (1988) establecieron que en macrofagos, el oxido nitrico 
(NO) es un product0 intermediario en la oxidacion de la L-arginina. 
Paralelamente a estas investigaciones, Furchgott y Zawadzky, (1980) descubrieron un 
factor relajante derivado del dotelio (EDRF), el cual puede estimular directamente a la enzima 
guanilato ciclasa soluble (Ignarro y col. 1987). En 1987, se llego a la conclusion que el NO 
posee la actividad biologics del EDRF (Palmer y col. 1987) y a1 igual que en macrofagos, las 
celulas endoteliales son capaces de sintetizar EDRFNO a partir de L-arginina (Palmer y col. 
1988a). 
Durante estos idtimos seis afios muchos han sido 10s avances para elucidar el mecanismo 
de la sintesis del NO, 10s distintos tipos de enzimas involucrados y las fbnciones del NO en 10s 
diferentes sistemas. En las siguientes secciones se intentara resumir este progreso. 
2.2. Biosintesis del dxido nitrico 
Las enzimas responsables de la sintesis del NO a partir de L-arginina se conocen como 
oxido nitrico sintasas (NOS o N O - s i i )  y no son consideradas como "sintetasas" porque no 
u t i l i i  ATP en la reaction. 
Hasta el momento, en d e r o s ,  se han clonado tres isoenzimas denominadas isoformas 
I, I1 y 111. Todas las isoformas pertenecen a la familia de 10s citocromos P-450 (Whlte y 
Marletta, 1992) pero se caracterizan por no ser proteinas integrales de membrana y por contener 
10s dominios hem0 y reductasa en el mismo polipeptido. Todas las NO-sintasas utilizan L- 
arginina como sustrato, con oxigeno molecular y nicotinamida adenina dinucleotido fosfato 
forma reducida (NADPH) como co-sustratos (Kwon y col. 1990). La sintesis de NO representa 
la oxidacion de cinco electrones del gmpo guanidino-nitrogen0 de la L-arginina dando como 
product0 NO y L-citrulina en concentraciones equimolares. El ordgeno molecular es 
incorporado al grupo ureido de la citrulina y al NO en si mismo (Ffpra 15). Posteriormente, 
se forman nitritos y nitratos, productos de oxidation del NO: 
Ademas, la NO-sintasa requiere de diversos cofactores: tetrahidrobiopterina (H4B), 
flavina adenina dinucle6tido (FAD) y flavina mononucle6tido (FMN) (Stuehr y col. 199 1; Mayer 
y col. 1991). De un mod0 semejante al de la enzima citocromo P450 reductasa (CPR), el 
NADPH reduce inicialmente al FAD, que a su vez reduce al FMN. El FAD y el FMN se hallan 
hertemente unidos a la molkula de proteina mientras que el NADPH es un sustrato 
estequeometrico de la reaction. 
Es interesante destacar que tambib se describieron NO-sintasas en artropodos (insectos 
y crusticeos), gasteropodos y peces, sugiriendo que esta via es uno de 10s sistemas regulatorios 
mas antiguos en la fisiologia animal (Moncada, 1992). 
2.3. Enzimas 6xido nitric0 sintasas (NO-sintasas) en mamiferos 
2.3.1. Caracterizaci6n de las tres isoformas de NO-sintasas 
2.3.1.1. Isoforma I 
En la literatura, la isoforma I es tarnbih llamada NO-siitasa gmstitutiva (cNOS), "brain" 
NO-sintasa (bNOS) 6 N O - S ' i  aeuronal (nNOS) por describirse primeramente en el sisterna 
nervioso. 
Esta isoforma posee una masa molecular de 1 50- 160 kD (Schmidt y col. 199 I), en su 
forma nativa es un dimero, se expresa constitutivamente tanto en la fiaccion citodlica (Mayer 
y col. 1990) como en la microsomal (Marletta, 1993) y es Ca"-calmodulina dependiente. 
La NO-sintasa I se encuentra descripta en cerebro, utero, estomago (Schmidt y col. 
1992), en las glhdulas adrenales (Dun y col. 1993) y en tejidos del tracto genital masculine 
(Chamness y col. 1995). 
Esta isoforma aparece altamente conservada entre especies (93%) y conserva un 50% 
de homologia con las otras dos isoformas. Recientemente, en humanos se identifico la 
localization de la NO-sintasa I en el cromosoma 12 (Xu y col. 1993a). 
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Figura 1.5: Reacci6n catalizada por la enzima NO-sintasa 
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2.3.1.2. Isoforma Il 
Se la conoce tambien como NO-sintasa inducida (iNOS) 6 como NO-sintasa de 
macrofagos (mac-NOS), ya que primeramente se la descubrio en estas celulas. 
- 
La isoforma I1 posee una masa molecular de 125-135 kD, es activa solo como dimero 
y es predominanternente soluble (Stuehr y col. 1991). A diferencia de la isoforma I, se dice que 
la isoforma I1 es Ca"-calmodulina independiente e inducible: en condiciones basales no se 
detecta proteina NO-sintasa II; estimulos como el LPS o el interferon gamma ( I F N d  regulan 
a nivel transcripcional la sintesis de esta enzima. 
La isoforma I1 se ha descripto en macrofagos murinos (Xie y col. 1992), celulas de 
musculo liso (Nunokawa y col. 1993), hepatocitos (Geller y col. 1993) y condrocitos (Charles 
y col. 1993). Conserva un 50% de homologia con las demis isoformas y se ha localizado en el 
centromero del cromosoma 1 7 (Xu y col. 1993 b). 
2.3.1.3. Isoforma III 
La isoforma III se expresa en &ldas endoteliales y tambien se conoce como NO-sintasa 
endotelial (eNOS). Su masa molecular es de 135 kD (Pollock y col. 1991), es un dimero (Mayer 
- 
y col. 1990) y al igual que la isoforma I, se expresa constitutivamente y es Ca"-calmodulina 
dependiente (entre 100 y 500 nM) (Fdrstermann y col. 199 1 ). 
La NO-siitasa III es 90% pdculada. Una miristilacion en la glicina amino terminal, es 
la responsable del anclaje de esta enzima a la membrana (Forstermann y col. 1991). Una sola 
sustitucion aminoacidica en el sitio aceptor del hido miristico convierte a la isoforma I11 en una 
enzima 92% citosblica (Sessa y col. 1993). 
La isoenzirna III ike encontrada en el endotelio de vasos sanguineos, pulmon, higado 
(Springall y col. 1992) y riilon (Tracey y col. 1994). Posee un 50-60% de homologia con las 
otras dos isoenzimas y en humanos se localiza en el cromosoma 7 (Marsdeny col. 1993). 
2.3.2. Regulacidn fisioldgica de las NO-sintasas 
La regulacion biosintetica del NO es muy importante, ya que una vez producido no 
puede ser almacenado ni inactivado. Es por eso que las tres isoformas descriptas en la seccion 
2.3.1. e s th  altamente reguladas. Algunos de 10s factores involucrados en esta regulacion son 
el Ca", la calmodulina, las fosforilaciones y 10s agentes supresores de la sintesis de NO como 
el monoxido de carbon0 (CO), citocinas y hormonas. 
2.3.2.1. Isoforma I 
Esta isoforma es Caw-calmodulina dependiente: es inactiva con 100 nM de Ca" y 
totalrnente activa a 500 nM (Fiirstermann y col. 1990). En el cerebro, el arninoacido glutamato 
acth sobre el receptor NMDA disparando el influjo de Ca", el cual se une a la cafmodulina y 
activa a la NO-sintasa I (Bredt y Snyder, 1994). Esta forma de activacion permite la formation 
de NO en pocos segundos. La isoforma I es fosforilada por proteina quinasa I1 dependiente de 
Ca++ y calmodulina, por proteina kinasa C (PKC) y por proteina kinasa dependiente de GMP 
ciclico (GMPc) y de AMPc (Bredt y col. 1992). Estas fosforilaciones reducen significativamente 
la actividad de la NO-sintasa I (Dawson y col. 1993). Esto provee una fina regulacion de la 
enzima. Por ejemplo, el NO estimula a la guanilato ciclasa (GC) que forma GMPc, el cual via 
una proteina quinasa dependiente de GMPc inhibe a la NO-sintasa. Entonces, la forma activa 
de la NO-sintasa I es la enzima no fosforilada. 
Rengasamy y Johns (1994) demuestran que otro nivel de regulacion de la enzima es el 
mismo NO, el cual produce una retroalimentacion negativa sobre la NO-sintasa de cerebelo 
bovino. 
2.3.2.2. Isoforma II 
La isoforma II no es estimulada por Ca" ni bloqueada por antagonistas de la 
calmodulina. Sin embargo, en la secuencia aminoacidica de esta isoforma existe un sitio de union 
a la calmodulina (Xie y col. 1992). Aparentemente, a h  en ausencia de Ca", la calmodulina esta 
fbertemente unida a la enzima y puede ser consideracia como una subunidad de la enzima (Bredt 
y Snyder, 1994). 
La caracterizacion de la region promotora del gen de la NO-siitasa I1 revela un patron 
complejo de regulacion. Existen dos sitios regulatorios "upstream" la secuencia TATA box; el 
primer sitio (desde la posicion -48 a la -209) responde a LPS rnientras que el segundo sitio (-91 3 
a -1029) responde a IFN- Este ultimo sitio no regula directamente la expresion de la NO- 
sintasa sino que potencia la induccion por LPS (Lowenstein y col. 1993). Este tipo de 
organizacion de 10s "enhancers" puede ser muy importante en un proceso inflamatorio. Por 
ejemplo, el LPS liberado por bacterias gram negativas estimula a 10s macrofagos. El IFN- 
elaborado por 10s linfocitos infiltrados aumenta la respuesta de 10s macrofagos al LPS. Asi, la 
mixima produccion de NO esta restringida a aquellas celulas (macrofagos) que deben matar al 
invasor, minirnizando daiios en tejidos adyacentes (Bredt y Snyder, 1994). 
A diferencia de las isoformas I y III, cuya liberation de NO es corta, una vez que la NO- 
sintasa I1 es inducida por citocinas la l i b d o n  de NO puede continuar durante dias. Vodovotz 
y col. (1993) proponen que la regulacion de la NO-sintasa inducible esta sujeta a otros 
mecanisrnos ademas de la regulacion a nivel transcripcional. Estos autores demuestran que el 
factor de crecimiento transformante beta (TGFD) suprime la expresion de la NO-sintasa 11 
disminuyendo la estabilidad y la traduccion del RNA mensajero (RNAm) de la NO-sintasa II y 
aumentado la degradation de la proteina NO-sintasa 11. Ademas, en otros trabajos se propone 
que la induction de la isoforma I1 es tambib inhibida por corticoesteroides (Di Rosa y col. 
1990) y citocinas como las interleukinas 4,8 y 10 (Dingy col. 1990). 
La isoenzima III es regulada por Ca* y calmodulina (Forstermann y col. 1991). En 10s 
vasos saq@neos, la acetilcolina actha sobre el receptor muscarinico de las celulas endoteliales 
activando el ciclo de 10s fosfoinositidos con un consecuente aumento del Ca" intracelular, el 
cud activa a la NO-sintasa III (Bredt y Snyder, 1994). 
La fosforilacion de la isoforma 111 regula tanto la actividad enzimitica como la 
distribution subcelular de la enzirna. Michel y col. (1993) encuentran que la NO-sintasa LU se 
fosforila rapidamente en serina en respuesta a la bradicinina y se transloca de la fraccion 
particulada a la citosblica. En el citosol, la isoforma 111 es cataliticamente inactiva; cuando no 
esth fosforilada se localiza en la membrana plasmatica donde genera NO, el cual es liberado a1 
medio extracelular. 
Recientemente se vio que el factor de necrosis tumoral alfa (TNFA aislado o en 
cornbinacion con la interleuquina 1 beta (IL-I,) produce una retroalimentacion negativa sobre 
la NO-sintasa 111 tanto a nivel transcripcional como traduccional (Forstermann y col. 1994). 
F i t e  cabe agregar que tanto esta isoforma como las otras dos isoformas esth reguladas 
negativamente por el monoxido de carbon0 (Nathan, 1992). 
2.3.3. Regulacidn farmacoldgica de la sintesis de dxido nitric0 
A1 igual que 10s agentes fisiologicos, existen compuestos fmacologicos que pueden 
promover o antagonizar la produccion de NO. 
Los agentes que irnitan la hncion de la enzima NO-sintasa se denominan generadores 
de NO. Estos incluyen a nitratos orghicos como la nitroglicerina, al nitroprusiato de sodio 
(Butlery col. 1995); a 10s nitrosotioles como el S-nitroso-N-acetilpenicilamina (SNAP) y a 10s 
complejos de NO con nuclebfilos (X) cuya formula: XN(0-)N=O les otorga el nombre de 
"NONOates" (Maragos y col. 199 1 ). 
Los inhibidores de la NO-sintasa se dividen en cuatro clases: 
a- anilogos competitivos de la L-arginina. 
b- compuestos con afinidad al grupo hemo de la NO-sintasa. 
c- compuestos que compiten con 10s cofactores de la NO-sintasa. 
d- sustancias que modifican a a lgh cofactor de la NO-sintasa. 
Los d o g o s  de la L-ar+ son argininas modificadas en en el atomo de nitrogen0 del 
grupo guanidino terminal, son selectivos e inhiben competitivamente la actividad de la NO- 
sintasa cuando se agregan simultimeamente con la L-arginina. Algunos de 10s inhibidores mis 
citados en la literatura son: NO-mono~etil-L-gginina (L-NMMA), p-nitro-L-arginina (NO2- 
arg), g-amino-L-arginina (NK-arg) y NO-nitro-L-gginina-metil-dster (L-NAME). Estos 
compuestos son enantiomeros especificos y varian su potencial inhibitorio segtin el tejido 
(Palmery col. 1988b). A& por ejemplo, en el endotelio la potencia relativa de tres compuestos 
es la siguiente (NO2-arg> NH,-arg> L-NMMA) (Lambert y col. 1991). Otros experimentos 
comprueban que el L-NAME es tarnbien mas potente que el L-NMMA (Rees y col. 1990). 
Los compuestos antes citados inhiben a todas las isofomas per0 de manera diferencial, 
es decir, un compuesto es mas potente para la isoforma I, rnientras que otro inhibidor es m b  
potente para la isoforma I1 6 III (Palmery col. 1988b). Hasta el momento, se han descripto unos 
pocos compuestos que inhiben especificamente a la isoforma 11, tal es el caso de la 
arninogwnidina (Misko y col. 1993) y de las amidas (Southan y col. 1995). Esto es importante 
ya que se van desarrollando productos farmacologicos que permiten inhibir selectivamente las 
distintas isofomas. 
Otra clase de inhibidores son 10s que tienen &dad por el grupo hem0 de la NO-sintasa. 
Asi, el NO producido por generadores de NO en altas concentraciones inhibe a la enzima como 
tarnbien el monoxido de carbon0 (Nathan, 1992). 
El dieniliodonio es otro inhibidor, que compite con al@n cofactor para unirse a la NO- 
siitasa. Este compuesto modifica covalentemente a la enzima; la reversion solo se observa con 
muy altas concentraciones de FAD, FMN 6 NADPH (Nathan, 1992). 
La cuarta clase de inhibidores esta representada por sustancias que actuan sobre 10s 
distintos cofactores de la NO-sintasa. Tal es el caso de compuestos que poseen una pirimidina 
sustituida, la cual interfiere con la transformation de GTP a tetrahidrobiopterina (BH,); 
depletando asi, a un cofactor necesario (la BH,) para estabiliiar a las diferentes isoformas 
(Werner-Felmayery col. 1990). Otros se caracterizan por unirse a la calmodulina de manera tal 
que impiden su union a las isoformas I y I11 de la NO-sintasa (Nathan, 1992). 
2.4. BIancos moleculares del6xido nitrico 
EL oxido nitrico es un radical y gas inorgirnico cuya formula es .N=O. Su reactividad 
quimica es semejante a la del oxigeno; arnbos son oxidantes muy debiles y su capacidad para 
atacar m o l ~ a s  biologicas es minima. Sin embargo, posee alta reactividad con otros radicales 
libres y centros metgicos. 
2.4.1. Proteinas con grupos methlicos 
El NO es considerado como un mensajero intra e intercelular. El primer efecto biologico 
del NO se observo sobre la enzima guanilato ciclasa (GC). El NO activa a la GC uniendose al 
hierro del grupo hemo en el sitio activo de la enzima, alterando su conformacion y aumentando 
su catidisis (Ignarro, 1990). 
Otra enzima que puede ser activada por el NO es una ADP-ribosiltransferasa, la cud 
ribosila a una proteina de 39 kD (Hon Cheung, 1994). En el cerebro se sabe que el NO estimula 
la ADP-ribosilacion de la gliceraldehido 3-fosfato dehidrogenasa (GADPH), inhibiendo su 
actividad (Lowenstein y Snyder, 1992). 
Por otro lado, el NO liberado por 10s macrofagos activados bloquea la respiracion 
mitocondrial y la replication del ADN. Este mecanismo citotoxico requiere gran cantidad de NO 
producido por la NO-sintasa II. Asi, a nivel respiratorio, el NO se une al hierro de proteinas sin 
grupo hem0 (Fe-S) como la NADH-ubiquinona oxidoreductasa, NADH-succinato 
oxidoreductasa y la cis-aconitasa, afectando su actividad (Nathan, 1992). La ribonuclebtido 
reductasa, enzima limitante en la sintesis de ADN tambien es inhibida con altas concentraciones 
de NO (Nathan, 1992). 
En sintesis, el NO por su caracter de radical libre, oxida a diferentes compuestos. 
Entonces, las proteinas con grupos Fe" o con S= tienen la capacidad de ser oxidadas por el NO. 
La oxidacion de estas enzimas ocasiona una estimulacion o una inhibition de las rnismas. Asi, 
la guanilato ciclasa y la ADP-ribosa ciclasa se activan en presencia de NO, a diferencia de las 
enzimas responsables de la respiracion rnitocondrial y de la replication que se inhiben cuando 
el NO esta presente. 
2.4.2. Radicales libres 
El NO posee gran reactividad con otros radicales como el anion superoxido, dando como 
resultado la formacion del peroxinitrito (ONOO). 
En condiciones fisiologicas, esta reaccion se ve impedida por: 
- la presencia de la enzima superoxido dismutasa (SOD), la cual captura al anion superoxido 
(Oi) manteniendolo a bajos niveles. 
- la alta concentracion intracelular de SOD (100- 1000 veces mayor), comparada con la 
concentracion de .NO. 
- la baja concentracion intracelular de .NO (10 nM). 
En condiciones patologicas las concentraciones de oxido nitrico y de anion superoxido 
estin aumentadas a niveles cercanos al de la SOD endogena, con el consecuente aumento del 
peroxinitrito, el cud oxida directamente a 10s lipidos, sulfhidrilos, centros prosteticos con 
atomos de hierro y dedos de zinc. 
2.5. Fisiologia del dxido nitrico 
Virtualmente todas las ceulas de rnamiferos estiin bajo la iduencia del NO. Las 
hnciones del NO heron descriptas primeramente en tres sistemas fisiologicos (vascular, 
nervioso e inrnune) y a partir de dicho estudio se heron descubriendo bciones del NO en otros 
sistemas como el reproductor, respiratorio y excreter. 
2.5.1. El dxido nitrico en el sistema vascular 
En el sistema vascular al igual que en otros sistemas, el NO proviene de dos o mas 
hentes celulares distintas creando una red de comunicacion paracrina. Por ejemplo, el NO es 
sintetizado por dlulas endoteliales, epiteliales y nervios adventicios (Schimdt y Walter, 1994). 
La acetilcolina u otros vasodilatadores se unen a sus receptores especificos en la membrana 
lurninal de las cklulas del endotelio y median la apertura de canales de Ca'". Se dispara entonces, 
la actividad de la NO-sintasa gracias al efecto modulador del complejo Ca++-calmodulina y el 
NO producido difbnde hacia las celulas circundantes. En las celulas del musculo liso, el NO 
activa a la GC conduciendo a un marcado aumento de GMPc: la dilatacion de las fibras 
musculares ocurre luego por un mecanismo que involucra la fosforilacion de la cadena liviana 
de la rniosina por una proteina quinasa dependiente del mismo GMPc (Schulz y Triggle, 1994). 
2.5.2. El dxido nitrico en el sistema nervioso 
En el sistema n e ~ o s o ,  el NO actria como un neurotxmsmisor y como una hormona. Sus 
bciones neuronales abarcan la transmision periferica no adrenergica-no cohergica (NANC) 
en tejidos contractiles y secretorios, la sinaptogenesis, el procesamiento del "input" sensorial, 
la plasticidad sinaptica, el aprendizaje y la memoria. El NO tarnbien interviene en hciones 
patofisiologicas como la migrania, la epilepsia, el shock septico, la neurotoxicidad y otras 
enfermedades neurodegenerativas (Schirndt y Walter, 1994). 
2.5.3. El dxido nitrico en respuestas inmunoldgicas 
Con respecto al sistema inrnune, el modelo mits estudiado son 10s macrofagos. La sintesis 
de NO por parte de macrofagos activados (LPS y citocinas) produce efectos citotoxicos no 
especificos contra 10s microorganismos (bacterias y protozoarios) y en algunos casos contra 
ailulas neophicas. Estos efectos citotoxicos son independientes de la fagocitosis y pueden ser 
citostaticos ylo citoliticos (Hibbs y col. 1990). Otro grupo de celulas del sistema inmune, 10s 
neutrotilos, tambien liberan NO ante la estimulacion con quimioatractantes durante el transcurso 
de una respuesta idlamatoria, aunque todavia no se ha demostrado ninguna fbncion del NO en 
las respuestas citotoxicas mediadas por neutrofilos (Schimdt y Walter, 1994). 
2.5.4. Oxido nitrico y reproducci6n 
El NO interviene en multiples niveles del sistema reproductor. A nivel hipofisiario, el NO 
estimula la secrecion de la hormona liberadora de gonadotrofinas (LH-RH) induciendo el 
comportamiento de apareo (Rettori y col. 1993). A nivel del tracto genital femenino modula la 
motilidad uterina en ratas estrogenizadas (Franchi y col. 1994), participa en el proceso de 
luteblisis (Motta y col. 1995), regula el flujo sanguine0 placentario y la nutrition fetal. Durante 
el parto, la expresion de la NO-sintasa decrece a fin de favorecer la contraccion uterina mientras 
que la nitroglicerina intermmpe 10s partos prematuros (Schimdt y Walter, 1994). 
En el macho, el NO induce la ereccion peniana (Lugg y col. 1995) y la NO-sintasa ha 
sido localizada en diferentes organos del tracto genital masculino (Burnett y col. 1995). Sin 
embargo, hasta el momento no se ha demostrado la presencia de la NO-sintasa en la linea 
germinal masculina. 
2.5.5. El 6xido nitrico en otros tejidos y c4lulas 
El NO participa en la regulacion paracrina y autocrina de neurotransmisores, 
polipkptidos y en la secrecion de iones. En el d o n  interviene como parte de un mecanismo para 
regular el flujo renal (Widcox y col. 1992), en el sisterna pulmonar participa en la regulacion de 
la presion vascular durante la hipoxia (Persson y col. 1990), en 10s hepatocitos posee efectos 
citostaticos durante el curso de una infection microbiana y en las celulas beta pancreaticas 
modula la liberacion de insulina en respuesta a 10s niveles de L-arginina en plasma (Laychock 
ycol. 1991). 
3. PROSTAGLANDINAS Y COMPUESTOS RELACIONADOS 
3.1. Introduccidn 
Las prostaglandinas (PGs) constituyen una familia de compuestos derivados de acidos 
grasos naturales, se encuentran difundidos en numerosos tejidos de marniferos, invertebrados 
e incluso en vegetales (Dickinson, 1976; Morse y col. 1977). 
Se trata de lipidos de importante actividad biologica, cuya historia se remonta a 1929, 
cuando G.D. Burr y M.M. Burr documentaron la aparicion de una "enfermedad carencial" en 
ratas mantenidas con dieta exenta de grasas, cuyas consecuencias podian revertirse con la 
administration de acidos grasos no saturados de cadena larga como el acido linolenico, 
araquidonico y linoleico. 
En 1930, Kurnok y Lieb (1930) encontraron que el fluido seminal humano fresco 
producia contracciones en el tejido uterino de la rnisrna especie. Cuatro aiios m b  tarde, Von 
Euler (1936) en Suecia y Goldblatt (1933) en Inglaterra encontrarQn independientemente que 
extractos de vesicula seminal de carnero poseian actividad vasopresora y estimulante del 
miometrio. Von Euler asigno dicha actividad a un material acido liposoluble al que denomino 
prostaglandlina, presuponiendo un origen prostatico. 
Fue recien tres dkadas d s  tarde que se llego a conocer la estructura quimica de dos 
de estos compuestos, la PGE, y la PGF, (Bergstrom y Sjovall, 1957). 
Poco tiempo despu&, Bergstrom y Samuelson (1 963) diferenciaron y aislaron toda una 
serie de prostaglandiias, describiendo asirnismo sus estructuras. 
Las prostaglandinas, ampliamente difbndidas en todos 10s sistemas biologicos, poseen 
una gran versatilidad en cuanto a sus fbnciones. Actuan sobre la presion arterial, tienen efectos 
sobre la agregacion plaquetaria, provocan contraccion 6 relajacion de diversos musculos lisos, 
quimiotaxis y quimiocinesis de &Idas sanguineas. Actuan ademas, en la luteolisis, la ovulation, 
la fertilization, la implantation embrionaria, en el trabajo de parto y en diversos mecanismos de 
secrecion, modulando efectos hormonales y de neurotransmision. 
Su presencia en exceso es responsable de diversos desordenes como procesos 
inflarnatorios y alkgicos, alteraciones del ciclo sexual y abortos. Su deficiencia puede conducir 
a trastornos como la hipertension arterial y la infertilidad. 
3.2. Biosintesis de 10s eicosanoides 
3.2.1. Relaci6n con 10s ricidos grasos esenciales 
Los acidos grasos esenciales como el linoleico (C,,:,) y el acido linolenico (C,,:,) sufren 
elongacion y desaturacion para formar: el acido dihomo-gamma-linolenico (C2,:.), el acido 
araquidonico (C2,:,) y el acido 5-8- 1 1 - 14- 1 7-eicosapentanoico (C,,:,), 10s cuales son sustrato 
para la sintesis de 10s eicosanoides (Figura I. 6.). 
Los eicosanoides son acidos grasos de 20 carbonos, polinsaturados e hidroxilados 
formados por las prostaglandinas (PGs), tromboxanos (TXs) y leucotrienos (LTs). 
3.2.2. Nomenclatura 
Estructuralmente, las prostaglandhas derivan de una molecula hipotetica llamada acido 
prostanoico, el cual simboliza el esqueleto basico de las prostaglandinas (Richelsen y 
Beck-Nielsen, 1984). Contienen 20 atomos de carbono, estizn compuestas por un nucleo 
ciclopentano con dos cadenas laterales, y poseen un grupo 15-hidroxilo con un doble enlace en 
el carbono 13. 
Se dividen en tres series de acuerdo con el grado de insaturacion de sus cadenas 
laterales: serie I: una doble ligadura en la cadena y deriva del acido dihomo-gama linoleico; 
serie 2: dos dobles ligaduras en la cadena y se originan del acido araquidonico; serie 3: con tres 
dobles enlaces y se sintetizan a partir del acido eicosapentaenoico (Fgura I. 6.). 
La composicion esttuctural del anillo pentano es fbente de otra clasificacion y es la que 
define a las diferentes clases de prostaglandinas: A, B, C, D, E, F, G, H e I; diferencihdose 
entre si en el carbono nueve (las del tipo E presentan un grupo ceto y las del tipo F un gmpo 
oxhidrilo). 
El subindice alfa o beta describe la posicion estequeometrica en 9 del anillo ciclopentano, 
asi el grupo hidroxilo 9 de PGFma esta orientado por encima del plano del anillo rnientras que 
en PGF, se encuentra por debajo del plano del anillo. 
Para 10s tromboxanos se utiliza una nomenclatura semejante, en donde la estructwa 
hipotktica es el acid0 trombanoico. 
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Figura 1.6: Interrelacibn de las prostaglandinas y leucotrienos con 10s sicidos grasos 
esenciales. Los aicidos grams con dos 6 mris dobles ligaduras (linoleico y linol6nico) pueden 
sufrir desaturaci6n y elongaci6n para formar 10s sustratos de la bioshtesis dc 
prostaglandinas y leucotrienos. 
3.2.3. Cascada del acido araquidonico 
3.2.3.1. Origen del icido araquidonico 
La mayor parte de la infonnacion sobre la sintesis y el metabolismo de 10s eicosanoides 
esta limitada a 10s productos del acido araquidonico aunque es evidente que tarnbien se forman 
las otras fmilias de prostaglandinas derivadas del hido dihomo-gamma-linolenico y del5-8-11- 
14- 1 7-eicosapentanoico. 
El acido araquidonico se origina a partir de 10s acidos grasos esenciales y tambib se 
obtiene con la dieta. La mayor parte del araquido~co se encuentra esterificado en "pooles" de 
fosfolipidos, tri&&idos y colesterol (Flower y Blackwell, 1976). Sin embargo, el araquidonico 
e s t d d o  no es sustrato para la sintesis de eicosanoides, necesita ser liberado. La enzima PLA, 
moviliza el araquidonico de estos pooles y por lo tanto, regula la disponibilidad del sustrato 
(Rarnwell y col. 1 977). 
La PLA, no es una unica entidad molecular sin0 que existen varias isoformas (Galser y 
coZ. 1993). La isoforma principal es la PLA, de alto peso molecular presente en el citosol. Esta 
enzima es una fosfoproteina que es activada por una fosforilacion en serina. En 10s casos en que 
las celulas son estimuladas por el factor de crecimiento epidermico (EGF) 6 por el factor de 
crecimiento transfonnante alfh (TGFd, esta fosforilacion puede ser catalizada por una proteina 
quinasa activada por mitogenos (MAP quinasa). Una vez fosforilada, la PLA, se transloca a la 
membrana donde se asocia de manera Ca" dependiente (Galser y col. 1993). El araquidonico 
ahora libre es convertido a PGs, TXs y LTs. 
3.2.3.2. Formaci6n de prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos 
El &do araquidonico libre es rapidamente oxidado a traves de dos caminos principales 
e independientes (Figura I. 7). 
Un camino es catalizado inicialmente por la enzima prostaglandina H sintasa (PGH), 
tarnbib llarnada ciclooxigenasa (COa (Behrman y Romero, 1992), que lleva a la production 
de PGs, TXs y prostaciclina (PGI). Hasta el momento, se han descripto dos isoformas de PGH 
si~ltasa: la primera se expresa constitutivamente y se denomina COX-I mientras que la COX-2 
se induce en respuesta a endotoxinas, factores de crecimiento, citocinas y esteres de forb01 
(DuBois y col. 1 994). 
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F i i  L7: El Bcido araquid6nico esterificado es liberado por Irr fosfolipasa Ap (PLA2) y 
ea metabolizado por la via de la ciclwrigenasa 6 de la lipodge~~asa. 
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La COX-1 y la COX-2 son dependientes de un grupo hem0 y catalizan la interaccion 
entre una molecula de acido araquidonico y dos molkculas de oxigeno para forrnar el 
endoperoxido PGG,. El grupo peroxido en la posicion 15 del PGG, es rapidamente reducido 
para formar el endoperoxido PGH,. Estos dos intermediarios son precursores directos de la 
P G b  PGF,, PGD, prostaciclina (PGI3, TXA, y del acido hidroxihepatadecatrienoico (HHT) 
(Figura I. 8). 
El otro camino es catalizado por las enzirnas conocidas como l i p o x i g e ~  (15, 12 y 
5), que dan origen a peroxidos intermedios como el acido 15 hidroperoxi-5,8,10,14 
eicosatetraenoico ( 1 5-HPETE), el 12 hidroperoxi-5,8,10,14 eicosatetraenoico (1 2-HPETE) y 
el 5 hidroxi-5,8,10,14 eicosatetraenoico (5-HPETE) respectivamente. A partir del5-HPETE se 
origina el 5-HETE (5 hidroxi-5,8,11,14 eicosatetraenoico) y el leucotrieno A, (LTk), el cual 
podra formar a su vez LTB, LTC,, LTD, y LTE, vigura 1.9) ( B e h a n  y Romero, 1992). 
3.2.4. Metabolism0 de 10s eicosanoidea 
Los eicosanoides se sintetizan en las celulas de mamiferos en respuesta a estimulos de 
variada naturaleza (quimica, hormonal, fisica) (Harris y col. 1979; Piper y Vane, 1971). Hasta 
donde alcanza la evidencia experimental no se almacenan, se liberan luego de ser sintetizados 
y sirven como moduladores autocrinos y paracrinos de la hncion celular, ya que rapidamente 
son metabolizados. 
La rapida perdida de actividad biologica de las prostaglandinas y tromboxanos esta 
asociada a la oxidacion emhhtica del gmpo alcohol del carbon0 I5 y a las reacciones 
hidroliticas espontheas de PGI, y TXA, a 6-ceto-PGF,, y TXB, respectivamente (Bendz, 
1977). 
La primera reaccion esta catalizada por la 15-hidroxi-prostaglandins deshidrogenasa 
(Nakano y col. 1969). Su vida media es corta y su velocidad de recarnbio esta regulada por 
diferentes hormonas, principalmente por estrogenos (Blackwell y col. 1975). 
La oxidacion es seguida de una reduction del doble enlace 13- 14 originando dihidroceto 
derivados, que son 10s principales metabolitos que se encuentran en la circulacion per%erica. 
Esta reaccion es catalizada por una 13 reductasa (Sarnuelsson y col. 1971). La reaccion 
mencionada es seguida por una beta oxidacion de la cadena carboxilica lateral y eventualmente 
una omega oxidacion de la cadena alquilica lateral (Hamberg, 1972) vigura I. 10). 
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Figura 1.10: Metabolizacidn de la PGE,. 
La metabolizacion de 10s leucotrienos supone diversos pasos inactivantes entre 10s cuales 
se describen mecanismos de clivaje peptidico (Fuchs, 1973), adicion de residuos aminoacidicos 
y oxidaciones (Hammarstrom, 1983), 10s cuales se llevan a cab0 en higado, riiion y pulmon. 
3.3. Interaccibn entre las prostaglandinas y el 6xido nitrico 
La interaccion entre el NO y la actividad de las enzimas responsables de la sintesis de 
prostaglandinas (COX) es un descubrimiento reciente. 
Se ha visto que las enzimas NO-sintasas comparten similitudes con las COX. Por 
ejemplo, muchos efectores de la produccion de NO (bradicinina, LPS, IL- 1 n) conducen a un 
aumento simultaneo de la sintesis de PGE, y PGI,. Este efecto sinergico podria ser un 
mecanismo a traves del cud 10s sistemas NOS y COX operan para amplificar respuestas 
fisiologicas o patologicas. 
A d d ,  dado que el NO estirnula 6 inhibe enzimas que contienen grupos con hierro se 
ha demostrado que las COX son blancos potenciales del NO porque poseen un grupo hemo- 
hierro en su sitio activo (Stamler, 1994). Trabajos realizados por Rettori y col. (1993) 
demuestran que el NO estimula la secretion de LH-RH via el aumento de PGE, y 
posterionnente, Salvemini y col. (1993) establecen que el NO modula la actividad de las COX. 
En nuestro laboratorio se observo que el NO estimula la motilidad uterina via PGE, 
(Franchi y col. 1994). El NO producido por la NO-sintasa constitutiva representaria un estimulo 
constante para la activacion de la COX-1. Por lo tanto, el rol que cumple el NO en la relajacion 
del musculo liso podria no solo atribuirse a1 aumento de GMPc sino tarnbien a1 aumento de 
AMPc via activacion de COX-1 y consecuente produccion de PGE, (Salvemini y col. 1995). 
Podemos sugerir entonces, que esta novedosa interaccion entre la via del oxido nitrico 
y la via de las ciclooxigenasas (COX-1 y COX-2) es un mecanismo relevante para la regulacion 
tanto de algunas hnciones fisiologicas como de eventos patologicos (Di Rosa y col. 1996). 
3.4. Efectos bioldgicos de 10s eicosanoides en el espermatozoide 
Todos 10s estudios relacionados con las PGs y la reproduccion surgen a partir de la alta 
concentracion de PGE (Samuelsson, 1963) y de 19-hidroxi PGE (Taylor y Kelly, 1974) halladas 
en el liquid0 seminal. Se han realizado muchos estudios intentando relacionar la fertilidad con 
la concentracion de PGs en el semen. Sin embargo, 10s resultados son contradictorios: segitn 
Cohen y col. (1977), las PGs inhiben la motilidad espermatica mientras que Schlegel y col. 
(1  98 1 )  observan una estimulacion en la motilidad. Para Shalev y col. (1 994) la presencia de un 
inhibidor de la ciclooxigenasa como la indometacina no produce cambios en la motilidad del 
espermatozoide. 
Otro proceso en el cual las PGs estin involucradas es la reaccion acrosomal (Zaneveld 
y col. 1991; Breitbart y col. 1995). Segun Meizel y Turner (1 984) la PGE, estimula la reaccion 
acrosomal en espermatozoides de hamster mientras que Joyce y col. (1987) observan que el 
agregado exogeno de PGE revierte el efecto inhibitorio de la indometacina sobre dicho proceso. 
Por otro lado, Aitken y Kelly (1985) establecen que la presencia de PGE, en el medio 
de incubation de 10s espermatozoides aumenta la velocidad y la fiecuencia de la rotacion de la 
cabeza, asi como el porcentaje de penetracion en el test de hamster. 
Con respecto a 10s productos derivados de la lipoxigenasa, Meizel y Turner (1984) 
encuentran que el 5-HPETE y el 5-HETE aumentan la reaccion acrosomal en espermatozoides 
de hamster. Basuray y col. (1 990) describen una disrninucion de la fertilization in vitro cuando 
10s espermatozoides son incubados en presencia de un antagonista de 10s leucotrienos LTC, 
LTD, y LTE, . 
Algunos autores postulan que las PGs ejercerian su accion mediante un aumento de Ca" 
intracelular relacionado con la via de la adenilato ciclasa (Villar y col. 1985). Sin embargo, hasta 
el momento poco se conoce sobre 10s mecanismos moleculares de 10s eicosanoides en la garneta 
masculina. 
4. HIPOTESIS DE TRABAJO 
El estado actual de conocirnientos acerca de las multiples fbnciones que se le atribuyen 
a1 oxido nitric0 y su reciente y relevante relacion con el sistema reproductor nos permiten 
subrayar 10s antecedentes siguientes como punto de partida para elaborar una hipotesis de 
trabajo: 
1) estudios realizados en nuestro laboratorio establecen que el utero y el oviduct0 de 
ratas estrogenizadas son capaces de sintetizar NO (Suburo y col. 1995; Perez Martinez y col. 
1996). Ademas, demostramos que el NO estimula la sintesis de PGs uterinas (Franchi y col. 
1994). 
2) trabajos de Burnett y col. (1995) localizan la NO-sintasa en el tracto reproductor 
masculine. 
3) 10s leucocitos presentes en infecciones urogenitales producen una elevada cantidad 
de NO que conllevan a la perdida de motilidad espermatica (Tornlinson y col. 1992). 
4) bajas concentraciones de NO estimulan el proceso de lipoperoxidacion en el 
espermatozoide (Hellstriim y col. 1994). 
En base a 10s datos sefialados en 10s puntos 1, 2, 3 y 4 sospechamos que el 
espermatozoide es capaz de sintetizar NO, esto es que posee la enzima NO-sintasa. 
Ademis, dado que el NO es considerado como un mensajero intra e intercelular y que 
en el proceso de fertiliicion existen mecanismos altamente regulados y ordenados, 
sospechamos que el NO participa en la motilidad y en la reaccion acrosomal. 
En este contexto, 10s objetivos de este trabajo se circunscriben a: 
1) evidenciar mediante ensayos farrnacologicos la presencia de la NO-sintasa en el 
espermatozoide murino. Para ello, se realizarin ensayos de fertiliicion in vitro y se evaluarin 
10s patrones de motilidad espermatica y de reaccion acrosomal espontiinea e inducida por 
progesterona. 
2) evidenciar mediante tknicas inmunologicas (Western Blot e inrnunofluorescencia 
indirecta) la presencia de la NO-sintasa en el espermatozoide murino. 
3) determinar si el espermatozoide de raton es capaz de sintetizar NO. 
4) establecer si el espermatozoide murino sintetiza prostaglandinas e hidroxiacidos, 10s 
cuales intervienen en la reaccion acrosomal e investigar como posible mecanismo de accion, la 
relacion entre las prostaglandinas y el NO en la gameta masculina de raton. 
CAPITULO I1 
Materiales y Mbtodos 
1. ANIMALES Y MEDIO UTILIZADOS 
1.1. Animales 
Se trabajo con ratones hibridos (VC57B x 8CBA) F1 machos adultos y hembras 
prepuberes. Los animales heron rnantenidos con un regimen de luz diaria de 14 hs, en arnbiente 
climatizado (22-24°C) y alimentados con aliment0 balanceado Purina y agua "ad libitum". 
1.2. Medio de cultivo definido 
En todos 10s casos, el medio de cultivo utilizado h e  el denominado medio de 
fertilizacion (MF) (Whittingham, modificado por Fraser y Drury) (1975), adicionado con 3% 
de seroalbh.ina bovina (BSA) y previarnente equilibrado bajo una atmosfera de 95% aire y 5% 
CO,, a 37°C. 
Para la preparation del MF la calidad del agua es critica, por ser un factor limitante para 
el desarrollo normal de las gametas (Bavister, 1989); por lo tanto utilizamos agua para cultivo 
de embriones esterilizada (Sigma Chem.Co.) y siempre el medio se filtro (filtros Corning) bajo 
flujo laminar. Los inhibidores y 10s generadores de NO se prepararon diariamente en MF. 
MEDIO DE FERTILIZACION (MF) 
Compuesto d l 0 0  ml 
NaCl 0.5803 
NaHCO, 0.2106 
Glucosa 0.1000 
KC1 0.0201 
N+HPO,. 2 H20 0.0056 
Piruvato de sodio 500 p1 
Penicilina 0.0063 
Estreptomicina 0.0050 
CaCl,. 2 H,O 0.0264 
MgCl,. 6 H20 0.0102 
Lactato de sodio 350 pl 
Rojo fen01 0.0013 
BSA 3.0000 
2. TECNICA DE FERTILIZACION IN VITRO 
Durante 10s aiios 1954-59,los investigadores Thibault y col. (1 954) y Chang ( 1959) 
desarrollaron por primera vez la tecnica de fertilizacion in vitro. Sin embargo, hasta fines de la 
decada dell80 las condiciones metodologicas heron muy poco reproducibles. 
Actualrnente, una exitosa fertilizacion (80-90% de ovocitos fertilizados) depende de las 
condiciones de "housing" de 10s anirnales, de las cepas utilizadas, del protocolo de estimulacion 
de la ovulacion, de la calidad de 10s ovocitos, de una buena motilidad espermatica, de una 
optima concentracion de espermatozoides durante la capacitacion y de una baja concentracion 
espemitica durante la inserninacion. Ademas, la determination de un medio definido (MF) ha 
contribuido a la gran reproducibilidad que posee el metodo de fertilizacion in vitro. 
2.1. Preparacidn de las caipsulas para la fertilizaci6n 
En cajas de Petri Corning 60 x 15 mm se dispusieron gotas (1 50-200 pl) del MF, donde 
posteriormente se incubaron 10s ovocitos y 10s espermatozoides. Las gotas se cubrieron 
rapidamente con 10 rnl de vaselina liquida (Parafarm, Argentina) para evitar la evaporacion. El 
volumen de aceite esta estandarizado para lograr una profundidad constante sobre cada gota y 
una tension de gas uniforme (0, y CO,). Seguidamente, las cajas de Petri preparadas se 
incubaron durante 30 rnin en la est& para lograr un equilibria (5% CO, en aire, 3 7 " C, pH=7.4) 
entre el MF y el aceite. 
2.2. Preparacidn de las gametas 
2.2.1. Preparaci6n de la suspensi6n de espermatozoides 
Los machos adultos se sacrificaron por dislocacion cervical. El epididimo caudal se 
coloco en una caja de Petri con MF. Luego, se lo sumergio en la gota de MF (200 p1) bajo 
aceite y se extrajeron 10s espermatozoides por puncion con la ayuda de un microscopio 
binocular y bajo camara de flujo laminar. La densa masa de espermatozoides se dejo 5 rnin en 
la estufa gaseada para facilitar su dispersion. Una buena muestra de espermatozoides se 
caracteriza por presentar una optima dispersion en el MF a1 cabo de ese tiempo (Bavister, 1989). 
En nuestro diseiio experimental fberon dos 10s factores que tuvimos en cuenta para 
lograr una buena capacitacion espermatica. El primer0 fue la motilidad espermatica inicial de 
cada muestra y el segundo una optima concentracion de espermatozoides, ya que en el proceso 
de capacitacion las celulas compiten por 10s diferentes sustratos. Por ejemplo, una alta 
concentracion espermatica favorecera solo a unos pocos espermatozoides a capacitarse. 
Entonces, a continuation determinamos la concentracion espermatica y el porcentaje de celulas 
motiles, a fin de obtener una suspension de lo6 celuladml con una motilidad inicial mayor a1 
60%. Estas determinaciones se realizaron bajo camara de Neubawer. La formula empleada fbe 
la siguiente: 
numero de espermatozoides 
................................. 
numero de cuadrantes 
contados (5) 
* la inversa de la dilucion * 1 O4 
El resultado queda expresado como 1@ ceIulas/ml. 
El tiempo de capacitacion espermQica en el raton oscila entre 10s 90-120 min; por lo 
tanto 10s espermatozoides se incubaron durante 120 min en gotas de 200 p1 de MF 6 en MF 
adicionado con diferentes drogas. Las drogas utilizadas se agregaron durante el period0 de 
capacitacion. 
2.2.2. Obtencidn de 10s ovocitos 
Con el fin de inducir la superovulacion, primeramente se inyectaron 10 unidades 
internacionales (UI) de PMSG (Pregnant Mare Serum Gonadotrophin) a cada una de las 
hembras por via intraperitoneal y a las 48 hs siguientes se inyectaron 10 UI de hCG (human 
Chorionic Gonadotrophin). Las hembras se sacrificaron por dislocacion cervical a las 14-16 hs 
despuQ de la idtima i n y d o n ,  se rernovieron 10s oviductos y se 10s coloco en caja de Petri con 
MF. Bajo microscopio binocular y en c b a r a  de flujo laminar, se sumergieron 10s oviductos en 
una gota de MF (150 pl) cubierta con aceite y se 10s corto para expulsar 10s ovocitos. 
Finalmente, 10s ovocitos se distribuyeron en gotas con MF (1 0 ovocitos/l50 p1) y se incubaron 
en la estufa hasta el momento de la insemination. 
2.3. Inseminacibn de gametas. Observaci6n de pronucleos 
A1 cab0 de 10s 120 rnin de incubacion de 10s espermatozoides, 10s ovocitos se 
inseminaron con una concentracion de espermatozoides de 10' celulas/rnl, concentracion optima 
para evitar la polispermia (Bavister, 1989). 
En la tknica de fertilizacion in vitro se han descripto una serie de signos morfologicos 
utilizados como criterio de fertilizacion (Yanagimachi, 1994): 
1. presencia de la cola del espermatozoide en el ooplasma. 
2. engrosamiento de la cabeza del espermatozoide en el ooplasma. 
3. presencia de pronucleos masculino y femenino. 
4. presencia del primer0 y segundo cuerpo polar. 
5. presencia del espermatozoide en el espacio perivitelino. 
6. activation del ovocito con p&dida de grinulos corticales y rotacion del huso meiotico. 
No todos 10s signos son necesariamente apropiados para todas las especies. En el cam 
del raton, la presencia de la cola del espermatozoide en el ooplasma no se utiliza como criterio, 
ya que esta se desintegra rapidamente. Los demas criterios se pueden utilizar y muchas veces 
algunos de ellos (2 y 6) son revelados por diferentes tinciones. 
En este trabajo, el criterio utilizado fbe la observation de 10s pronucleos masculino y 
femenino al cab0 de las 8 hs post-insemination. Se realizo bajo microscopio invertido con 
contraste de fase y se determino el porcentaje de ovocitos con dos pronucleos (% de 
fertilizacion). 
3. MEDICION DE LA MOTlLIDAD ESPERMATICA 
Con el fin de determinar la motilidad espermlica, 10s espermatozoides se incubaron en 
MF en presencia de distintas drogas adicionadas a diferentes tiempos durante la capacitacion. 
La motilidad se evaluo examinando a 10s espermatozoides en ch a ra  de Neubawer bajo 
microscopio invertido y determinando el porcentaje de espermatozoides motiles, inmotiles e 
hiperactivados a diferentes tiempos de incubacion. Los espermatozoides hiperactivados se 
identificaron por el gran movimiento en forma de "latigo" que presenta el flagelo y por poseer 
motilidad no progresiva intercalada con pequefios episodios de motilidad lineal progresiva 
(Yanagimachi, 1994). 
En algunas muestras se determino el porcentaje de celulas vivas mediante la tincion con 
4. DETERMINACION DE LA REACCION ACROSOMAL POR HOS-SPERMAC 
El estudio de la reaccion acrosomal en el raton siempre h e  diicultoso debido a que el 
capuchon acrosomal es pequeiio y dificil de detectar con el microscopio optico. 
Varios metodos se han ensayado para describir la reaccion acrosomal en el 
espermatozoide murino. El metodo de la clortetraciclina (CTC) (Ward y Storey, 1984) es el 
unico capaz de diferenciar espermatozoides capacitados y reaccionados, per0 posee algunas 
desventajas: (a) 10s preparados deben examinarse rapidarnente y no pueden guardarse mucho 
tiernpo ya que la fluorescencia decae riipidamente y (b) 10s patrones de fluorescencia son dificiles 
de distinguir. 
Por otro lado, la tknica desarrollada por Dudenhausen y Talbot (1982) (tinci6n triple) 
permite guardar 10s preparados indefinidamente y requiere de un equipamiento de laboratorio 
standard. Sin embargo, el procedimiento es tedioso y muchas vkces el colorante azul tripan se 
pierde con las sucesivas fijaciones y lavados (Kovacs y Foote, 1994). 
La coloracion Spermac se desarrollo para determinar la morfologia de espermatozoides 
humanos y es una modificacion de la coloracion Papanicolaou (Oettle, 1986). Oettle y Soley 
(1986) utilizan la coloracion Spe rm para detectar el capuchon acrosomal en espermatozoides 
humanos, bovinos, caninos y murinos y la corroboran por microscopia electronics. 
Este metodo es simple, rapido y de bajo costo. Sin embargo, para que esta coloracion 
sea realmente util en el ensayo de reaccion acrosomal, debe existir un paso que discrirnine entre 
espermatozoides vivos y muertos. Jeyendran y col. (1 984) desarrollaron un test que utiliza un 
medio hipo-osmotico para medir la integridad de la membrana plasmatica de espermatozoides 
humanos. Este mktodo provee un medio simple para comprobar la viabilidad del espermatozoide 
y presenta algunas ventajas sobre las tknicas con tinciones de exclusion y fluorocromos. 
En nuestro laboratorio desarrollamos la tknica denominada HOS-Spermac, la cud es 
una tincion simple (Spermac) (Oettle, 1986; Chan, 1996) combinada con el test hipo-osmotico 
(HOS) (Jeyendran y col. 1984; Rogers y Parker, 199 1). Esta nueva metodologia se asemeja a 
la propuesta por Aitken y col. (1993) para espermatozoides humanos, porque pennite detectar 
simultiineamente la presencia del capuchon acrosomal y la viabilidad espermatica. 
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Spermac es un kit de tres tinciones (A, B y C) y una solucion fijadora (formaldehido) 
(tincion Spermac, Stain Enterprises, Onderstepoort, Sud Afiica). El contenido de las tinciones 
es secret0 (Dr. E. Oettle, comunicacion personal). En estudios comparativos de microscopia 
optica y electronics se demostro que la tincion "C" (verde) es especifica y semi-cuantitativa para 
el citop~asma, particularmente el acrosoma. Asirnismo, la tincion "A" (roja) es especifica y semi- 
cuantitativa para 10s contenidos nucleares (Oettle y Soley, 1988). 
Brevemente, se tomaron alicuotas de 20 pl de la suspension de espermatozoides, se 
transfkieron a tubos Eppendorf con 200 pl de medio hipo-osmotico (MHOS = 7.35 g de citrato 
de sodio y 13.5 1 g de fiuctosa en un litro de agua destilada) y se incubaron durante 1 h a 3 7" C. 
Finalizada la incubacion, las muestras se centrifbgaron a 500 x g durante 5 min y el pellet se 
resuspendio en 20 p1 de MHOS. Las suspensiones se extendieron en portaobjetos y se dejaron 
secar; inrnediatamente despues se fijaron con 5% formaldehido en agua destilada (vlv) durante 
una hora. Luego de la fijacion, 10s extendidos se lavaron tres veces en agua destilada, se 
sumergieron 1 min en la tincion "A" y 2 min en la tincion "B" y "C". Entre cada tincion, 10s 
preparados se enjuagaron en agua destilada. Se dejaron secar y se exarninaron (sin montar) bajo 
rnicroscopio de carnpo claro a 1000 x con aceite de inmersion. 
Con la tincion Spermac, la presencia del capuchon acrosomal del espermatozoide 
murino, cuando esta presente, se revela como una banda verde sobre la cabeza, cuyo nucleo se 
tiiie de rojo (Herrero y col. 1995). En todos 10s ensayos, tanto el "swelling" (espermatozoides 
viables) como la presencia del capuchon acrosomal se detennino en a1 menos 100 
espermatozoides. Estos se clasificaron en cuatro categorias sedn la siguiente tabla: 
capuch6n acrosomal 
visible 
hinchados 
vivo, no reaccionado 
no hinchados 
muerto, intact0 
capuch6n acrosomal 
ausente 
vivo, reaccionado muerto, acrosoma 
degenerado 
El porcentaje de espermatozoides reaccionados se calculo excluyendo 10s no viables. 
A continuacion, detallamos 10s experimentos realizados para convalidar esta 
metodologia. 
4.1. Correlaci6n entre viabilidad espermatica vs."swelling" 
La Fipira I .  I muestra patrones tipicos de "swelling" (hinchados) hallados con la tincion 
HOS-Spermac. Los espermatozoides hinchados son Gciles de diferenciar de 10s espermatozoides 
no hinchados. La forma mas frecuente de hinchazon es la cola enrollada (7;igira II. I.(:). 
Algunos espermatozoides solo tienen un pequeiio mlo en la punta de la cola (Fipra II. I. D), 
mientras que otros presentan la cola doblada sobre si misma Figura 11.1. B) . Las Fipras 11. I. A 
y B muestran espermatozoides que presentan el capuchon acrosomal; este se ve como una 
banda verde sobre la cabeza del espermatozoide tefiida de rojo. 
Mediante la tknica de HOS-Spermac, el porcentaje de espermatozoides hinchados luego 
de la incubacion en un medio hipo-osmotico debera reflejar el porcentaje de espermatozoides 
vivos. Para verificar esta hipotesis, se tomaron 11 muestras elegidas al azar; se determino el 
porcentaje de cdulas vivas mediante la tincion de exclusion de eosina y se correlaciono este 
porcentaje con el obtenido por la tknica HOS-Spermac. El coeficiente de correlacion obtenido 
entre ambos metodos (R= 0.8633) fie simcativarnente diferente de 0 (P c0.01). Para 
corroborar HOS-Spermac en un arnplio rango de viabilidades, se examinaron muestras con una 
concentracion conocida de espermatozoides muertos. Los resultados obtenidos con HOS- 
Spermac correspondieron con 10s valores esperados de viabilidad (Tabla II. I). La variacion 
interensayo de HOS-Spermac fie menor a1 1 OO/o, except0 en la muestra con 10% de viabilidad 
(24%). 
4.2. Comparaci6n entre el ensayo de fluorescencia de la clortetraciclina (CTC) y el mCtodo 
de HOS-Spermac 
Para v d c a r  10s resultados obtenidos por HOS-Spermac; este metodo y el ensayo del 
CTC se realizaron simultaneamente en tres muestras distintas incubadas 120 rnin en presencia 
6 en ausencia de 10 pM de A23 187 (ionoforo de Ca++), el cual se agrego luego de 90 min de 
comenzada la incubacion. Los resultados obtenidos por CTC y por HOS-Spermac fberon 
semejantes tanto en el grupo control como en el grupo con el ionoforo de Ca" (Figura 11.2). 
La viabiidad luego de 120 min h e  de 62.9 * 1.2 en el control y 62.0 h 0.7 en el grupo tratado 
con ionoforo (media * S.E.M.; N.S.). 
Por lo tanto, en 10s experimentos desarrollados en este trabajo de tesis, se midi6 la 
reaccion acrosomal murina con el metodo HOS-Spermac. 
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Spermac en espermatozoides maduros de ratiin. Las figuras B, C y D muestran las formas 
mais frecuentes de "swelling": cola doblada sobre si misma (B); cola enrollada (C); 
pequeiio rulo en la punta de la cola (D). Ademis, las figuras A y B muestran 
espermatazoides que presentan31 capuchiin acrosomal (Ac) como una banda verde sobre 
la cabeza teiiida de rojo. 
Variacidn 
entre ensayos 
Viabilidad Viabilidad segcin 
esperada (%) HOSSpermac 
(media + S. E. M..) 
5 7 
Tabla II.1: Confmci6n de la v i a b i d  c~permsitica por HOS-Spermac. Una suspensihn 
de espermatozoides de rat6n se calent6 (espermatozoides muertos) y luego pequefias 
aticuotas de esa suspensi6n se adicionh a otra suspensidn espermaitica con dta  motilidad, 
a fin de obtener un amplio rango de viabilidades. Los voliimenes de la suspensidn de 
espermatozoides muertos se ajustaron de manera de obtener valores de viabilidad entre 
10% a 60%; estos valores se confumaron por la tknica de exclusidn con eosina. La 
viabiiad de las muestras fue comborada p r  triplicado por HOS-Spermac y se cornpad 
con los valores esperados. La variacihn interensayo de HOS-Spermac fue menor il lo%, 
except0 en la muestra con 10% de viaboilidad esperm8tica. 
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Figura IL2: Los espermatozoides de ratbn se capacitaron en MF durante 90 min. Luego 
se adiciond 10 p M  de A23187 (ionbforo de Ca*) b el vehiculo (DMSO O.Ol%, vlv) por 
otros 30 min. A 10s 120 min de incubacibn se determind en todas las muestras el 
poreentaje de reaccidn acrosomd por HOS-Spermac y por el ensayo de la clortetraciclina 
(CTC). Los resultados obtenidos con ambas tknicas fueron semejantes, tanto en el grupo 
control como en el grupo tratado con el iondforo. Las barras representan la media * 
S.E.M. de 5 experimentos. 
control A-23187 
= HOS-spermac 0 CTC 
4.3. Medicidn de la reaccidn acrosomal espontanea 
En los'ensayos para determinar la reaccion acrosomal espontanea, es decir, en ausencia 
de un inductor fisiologico, 10s espermatozoides se incubaron 240 min en MF 6 en MF 
adicionado con distintas drogas. A diferentes tiempos de incubacion se extrajeron alicuotas y 
se midi6 la presencia del capuchon acrosomal mediante la tecnica HOS-Spermac. 
4.4. Medicidn de la reaccidn acrosomal inducida por progesterona 
La reaccion acrosomal puede inducirse en espermatozoides capacitados por factores 
tales como el fluido folicular, la zona pelucida y la progesterona entre otros. Basindonos 
en un trabajo de Roldh y col. (1994), utilizarnos progesterona como inductor de 
espermatozoides murinos. 
En nuestro sistema, 10s espermatozoides se incubaron en MF durante 120 min 
a fin de lograr la capacitacion esperrnatica y luego se adiciono 10, 15 .o 20 pM de progesterona 
durante otros 15 min. La solucion stock de progesterona (15 mM) fbe disuelta en 
dimetilsu&oxido (DMSO), se conservo a 4°C y se utilizo durante el transcurso de una semana. 
Las diluciones siguientes se realizaron diariamente en MF. 
Luego de realizar la curva concentracion-respuesta de progesterona se realizo el 
siguiente diseiio experimental: en un grupo 10s espermatozoides se capacitaron durante 120 
min y luego se adiciono 15 pM de progesterona durante I5 min mas. A otros tres grupos 
experimentales se adicionaron distintas drogas a diferentes intervalos de tiempo del proceso de 
capacitacion (tiempo 0,60 6 90 min); transcumdos 120 rnin del comienzo de la incubacion se 
agrego progesterona (I 5 pM) y se incubo durante otros 1 5 rnin. Ademas, a un grupo de 
espermatozoides, previamente capacitados (120 min), se 10s trato con un generador de NO 
(spermine NONOate) durante 15 min. En este grupo, no se adiciono progesterona. 
En todos 10s casos, al cab0 de 10s 135 min de incubacion, el status acrosomal de 10s 
espermatozoides se revel6 con la tecnica HOS-Spermac. 
5. LOCALIZACION POR INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA DE LA NO- 
SINTASA ESPERMATICA - 
Los espermatozoides del epididimo caudal de raton heron incubados en MF a 37°C en 
5% C02 en aire. La concentracion final h e  de lo6 celulas/ml y un volumen final de 300 yl. A 
diierentes intervalos de tiempo cada gota de 300 yl se centrihgo a 700 x g durante 10 min y el 
precipitado h e  resuspendido en PBS. Este procedimiento de lavado se repiti6 tres veces. La 
suspension final de espermatozoides se extendio sobre portaobjetos, se seco a temperatura 
ambiente y se fijo en una solucion de formaldehido en PBS 4 2 %  (vlv) durante 10 min. 
Se utilize como primer anticuerpo una IgG anti-NOS neuronal (NOS-B) proveniente de 
suero de conejo (RPMSIWellcome, (Beckenham, Kent, Reino Unido), cuya especificidad habia 
sido previamente demostrada (Springall y col. 1 992). 
Los extendidos se incubaron 30 min a 37°C en una solucion de PBS suplementado con 
leche descremada 2% (vlv) y Tween 20 0.02% (vlv) (Sigma Chem.Co., St. Louis). Luego, esta 
solucion se aspiro y 10s extendidos se incubaron 18-22 hs a 4°C con el anticuerpo NOS-B 
(primer anticuerpo). Otros extendidos keron incubados en paralelo con PBS-BSA 0.5% 6 suero 
normal de conejo para obtener 10s correspondientes controles negativos. Tanto el anticuerpo 
NOS-B como el suero normal de conejo se diluyeron 1: 100 en PBS-BSA 0.05% (plv). 
Como segundo anticuerpo se utilizo un anticuerpo policlonal para IgG de conejo 
conjugado con isotiocianato de fluoresceins (FITC) (150) (Sigma Chem.Co.). A1 dia siguiente 
de la incubation con el primer anticuerpo, 10s extendidos se lavaron con PBS y se incubaron 
30 rnin a 37°C con el segundo anticuerpo. Nuevarnente, 10s preparados heron lavados y luego 
montados en glicerol90%. Se examinaron en un microscopio de fluorescencia y registrarnos el 
porcentaje de espermatozoides que mostro tincion especifica. 
Se obtuvieron microfotografias en un sistema confocal Bio-Rad-MRC-600 y se 
imprimieron las imagenes en una impresora Tektronic Phaser IIsd. 
6. CARACTERIZACION INMUNOLOGICA DE LA NO-SINTASA ESPERMATICA 
POR WESTERN BLOT 
6.1. Solubilizaci6n de proteinas espermaticas murinas 
Los espermatozoides (10' celulaslml) provenientes del epididimo caudal de raton se 
colocaron en buffer fosfato salino (PBS, pH=7.4) a 37°C y se lavaron 5 rnin a 700 x g. El 
precipitado fbe solubilizado en 200 y1 de Tris-HC10.0625 M, pH=6.8, dodecil sulfato de sodio 
(SDS) 1%, glicerol 10% (vlv) y azul de bromofenol (ABF) 0.0 1 % (buffer muestra) en presencia 
de 10s siguientes inhibidores: 10 y g / d  de aprotinina, 10 yglrnl de leupeptina, 10 pg/rnl de 
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inhibidor de tripsina y 1.0 m M  de fenilmetilsulfonil-fluoruro (PMSF). Las muestras se hirvieron 
durante 5 i n ,  se centrifbgaron en centrifirga Eppendorf a 12000 rpm durante 15 min y se 
recupero el sobrenadante. Una alicuota se utilizo para medir proteinas (Lowry y col. 195 1) y el 
resto del sobrenadante se llevo a -70°C hasta el momento de la electroforesis. En algunos 
experimentos, las muestras se sembraron en presencia de 2-mercapto-etanol (DME) a1 1%. 
6.2. Solubilizaci6n de proteinas de cerebro y cerebelo de rata 
Paralelamente se solubilizaron proteinas de corteza cerebral de rata, las cuales se 
utilizaron como control positivo de la presencia de la enzima NO-sintasa (Springall y col. 1992). 
El cerebro y cerebelo obtenidos de ratas macho albinas de la cepa Wistar cuyos pesos oscilaban 
entre 250-300 g, heron aislados y suspendidos a 4°C en buffer A (sucrosa 0.25 M, Tris-HC1 
20 rnM, pH=7.4 y distintos inhibidores de proteasas antes citados) en una relacion de un 
cerebro o cerebelo (200 mg) : 0.5 ml de buftk A. A continuation, 10s tejidos se homogeneizaron 
y el homogenato obtenido se centrifbgo a 7800 x g durante 10 rnin. Una alicuota del 
sobrenadante resultante se utilizo para medir proteinas (Lowry y col. 195 1) y el resto del 
sobrenadante se llevo a -70°C hasta el momento de la electroforesis. En todos 10s experimentos, 
las muestras se sembraron en presencia de 2-mercapto-etanol a1 1%. 
6.3. Anailisis por Western Blot 
Los extractos de proteinas solubiidas de espermatozoides murinos, de cerebro y de 
axebelo de rata fberon sometidos a SDS-PAGE bajo condiciones no reducioras y reductoras. 
Se sembro 150 pg de proteina por carril. 
La composicion de las soluciones y las condiciones experimentales empleadas durante 
el proceso electroforetico fberon similares a las propuestas por Laernmli en su trabajo original 
(Laernmli, 1970), con algunas modificaciones, a saber: 
a) Dispositivos utilizados: 
El procedimiento h e  llevado a cabo mediante un sistema de electroforesis vertical (LKB 
2001), utilizando geles discontinuos planos de 1.5 rnm de espesor, preparados entre placas de 
vidrio (16 x 18 cm), empleando un gel separador (26 ml) y un gel stacking (9 ml). Cada gel 
constaba de 10 carriles, siendo el mbcimo volumen de muestra a sembrar por carril de 150 pl. 
b) Composition de las soluciones: 
- Solucion del gel Stacking: acrilamida/bisacrilamida (30:0.8), 3.75% T; Tris-HC1 
0.125 My pH=6.8; persulfato de amonio 0.075%; TEMED 0.075% (vlv). 
- Solucion del gel separador: acrilamida/bisacrilamida (30:0.8), 7.5% T; Tris-HC1 
0.375 My pH=8.8; persulfato de amonio 0.075%; TEMED 0.075% (vlv). 
- Solucion de 10s reservorios: Tris 0.025 M, glicina 0.192 M, pH=8.3. 
- Solucion "buffer muestra": Tris-HC10.0625 M, pH=6.8; SDS 1%; glicerol 10% (vlv) 
y ABF 0.01%. 
Nota: Todas las soluciones heron preparadas utilizando agua bidestilada como 
disolvente. 
c) Condiciones experimentales: 
- Temperatura de trabajo: 10°C. 
- Intensidad de corriente: 40 mA para el gel stacking y 60 mA para 1 gel separador. 
- Voltaje: variable. 
- Tiempo experimental: 2-3 hs. 
Una vez concluido el proceso electroforetico, 10s geles heron analizados mediante la 
tecnica de Western Blot descripta por Towbin y col. (Towbin y col. 1979) con algunas 
modificaciones. 
Las proteinas fiaccionadas por SDS-PAGE heron transferidas a membranas de 
nitrocelulosa (NC) (0.45 pm) utilizando un sistema de transferencia que opera en medio 
semiseco (Multiphor I1 NovaBlot- LKB). 
La solucion buffer de transferencia estaba compuesta por Tris 0.048 M, glicina 
0.039 M, SDS 0.035%, metanol20% (vlv) y agua bidestilada como disolvente. 
El proceso se Ilevo a cab0 en las siguientes condiciones experimentales: 
- Temperatura: 25 "C. 
- Intensidad de corriente: 0.8 rn~lcm' de gel a transferir. 
- Tiempo de transferencia: 1.5-2 hs. 
Una vez concluida la transferencia, la membrana de NC h e  incubada durante 1 min, a 
temperatura ambiente y con agitacion, con una solucion del colorante Ponceau S (acido 3- 
hidroxi-4-[2-sulfo-4-(4-sulfofeni1azo)felo]-2,7-ndenodisufo~co), cuya composition 
he: Ponceau S 0.2%, acido tricloroacetico 3% y acido sulfosalicilico 3%, en agua bidestilada. 
Una vez identificadas las diferentes calles, se decoloro totalmente la NC mediante un 
extensivo lavado con agua bidestilada y se cortaron las calles para separar 10s carriles 
correspondientes a las distintas muestras. Uno de ellos correspondio a una mezcla de proteinas 
marcadoras de peso molecular relativo (Md para SDS-PAGE, compuesta por: miosina (2 1 5kD) 
R-galactosidasa (137 kD), BSA (71 kD), anhidrasa carbonica (43 kD), inhibidor de tripsina 
(3 1 kD), lisozirna (17.9 kD) y aprotinina (7.9 kD). Esta muestra fbe tratada con buffer muestra 
en las rnismas condiciones utilizadas para las demas muestras, antes de ser incluidas en el gel. 
Se caracterizo cada banda por su valor de relacion de frentes (4) correspondiente, siendo: 
Distancia (cm) recomda por la proteina en cuestion 
--I 
Distancia (cm) recomda por ABF 
Conociendo el valor de MR de cada proteina patron se construyo el grhfico 
(& vs. log MR ) c~rres~ondiente. 
Las mernbranas de NC correspondientes a las proteinas de espermatozoides y de corteza 
cerebral fueron incubadas durante 18-22 hs a 4°C con solucion de bloqueo (Tris-HC150 mM, 
pH=7.5; NaCl 150 mM, Tween 20 0.05% (vlv) y BSA 1%). Esta incubacion h e  reaiizada con 
el proposito de evitar la adsorcion inespecifica de 10s reactivos inrnunologicos a la NC. 
Posteriormente las membranas de NC fueron incubadas durante 2 hs a temperatura 
ambiente con diluciones 1:2000 del primer anticuerpo: IgGs anti-NOS neuronal, anti-NOS 
endotelial 6 anti-NOS inducible preparadas en conejo, cuyas especificidades habian sido 
previarnente demostradas (Springally col. 1992). Estos antisueros son identificados como NOS- 
B, NOS-E y NOS-I respectivamente y provienen de RPMS/Wellcome (Beckenham, Kent, Reino 
Unido). 
Luego de tres lavados con TBST (Tris-HC150 mM, pH=7.5; NaCl 1 50 m . ;  Tween 20 
0.05% (vlv)), las membranas de NC heron incubadas a temperatura ambiente, durante 1 h con 
una dilucion 1:4000 de fosfatasa alcalina (Sigma Chem.Co.) en solucion TBST. Luego de otra 
serie de lavados, esta vez con solucion TBS (Tris-HC1 50 mM, pH=7.5; NaCl 150 mM) las 
mernbranas k o n  embebidas con una mezcla de sustratos cromogenos compuesta por azul de 
pnitrotetramlio (NBT) 0.33 mglml y 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP) 0.16 mglrnl en 
una relacion molar 1:1, (preparada en solucion Sustrato (Tris-HC1 100 rnM, pH4.5; 
NaCl 100 mM; MgCl, 50 mM), durante 15-30 min, a temperatura arnbiente y bajo oscuridad. 
Finalmente, las membranas heron lavadas abundantemente con agua corriente. 
Una vez concluido el ensayo se analizaron las bandas obtenidas, asignando a cada una 
su MR. 
7. CONVERSION DE G['Q ARGININA A L [ 1 4 C ] C 1 ~ ~ ~ L I N A  Y PRODUCCION DE 
OXIDO NITRIC0 POR EL ESPERMATOZOIDE 
Se determino la formacion de NO en espermatozoides maduros de raton mediante la 
conversion de L-[14C]arginina a L-[14C]citruliia scan la tecnica descripta por Bredt y Snyder 
(1989). 
Con el fin de detectar la formacion de NO, prirneramente se realizo una curva de 
formacion de producto en h c i o n  del tiempo. Los espermatozoides (3-5 x 10' celulas/rnl) se 
incubaron en 500 pl de MF durante 0,20,60,120 6 180 min de incubacion, a 37"C, con 5% 
CO, en aire y en presencia de 5.0 pM de L-[14C]arginina. 
En 10s experimentos siguientes, el tiempo de incubacion ensayado h e  de 120-150 min 
a fin de trabajar con espermatozoides capacitados. Diferentes concentraciones de L-NAME 6 
aminoguanidina se adicionaron 30 min antes del agregado de 5.0 pM de L-[14C]arginina para 
que ocurra la inhibition. Luego, la incubacion continuo durante otros 120 min. 
Seguidamente, se reah6 una curva de formacion de producto en hncion de la 
concentracion de sustrato presente en el medio de incubacion. Los espermatozoides se 
incubaron durante 120 min, en MF adicionado con concentraciones crecientes de L-arginina 
(5.0 pM-35.0 pM de L-[14C]arginina) agregadas al cornienzo de la incubacion. 
Finalmente, con el proposito de demostrar que la progesterona estimula la produccion 
de NO, 10s espermatozoides se incubaron en MF adicionado con 5.0 pM de L-[14C]arginina 
y a1 cab0 de 10s 90 min se agrego 15 pM de progesterona durante 15 min mas. 
En todos 10s experimentos, la reaccion se detuvo con tres ciclos de congelado y 
descongelado, las muestras se centrihgaron 10 min a 8000 x g. Las alicuotas (200 pl) de 10s 
sobrenadantes se mezclaron con 2 ml de 20 mM buffer Hepes-NaOH, pH=7.4 y heron aplicadas 
a colurnnas cromatograficas con 2 cm3 de resina Dowex AG50WX8 (forma sodica). Las 
colurnnas se lavaron con 2 ml de agua deionizada y el volumen final (4 rnl) h e  fiaccionado en 
cuatro Gales. Cada vial se mezclo con 10 rnl de liquid0 de centelleo y se midio la radiactividad. 
La formacion de L-['4C]citrulina en cada muestra se expreso en "picomoles de L- 
[L4~]citrulina/107 celulas". Como la formacion de L-citrulina es estequiometrica con la 
formacion de NO, se pudo asumir que una igual proporcion de NO se habia formado. Las 
variaciones intra y entre ensayos heron menores a1 10%. 
8. DETERMINACION DE LA SINTESIS DE PROSTAGLANDINAS E 
HIDROXIACIDOS ESPERMATICOS 
La tknica de radioconversion del [14C]acido araquidonico permite evaluar la capacidad 
de sintesis de prostaglandinas e hidroxiacidos a partir del agregado de acido araquidonico 
exogeno. 
El contenido de dos epididimos caudales de machos adultos (6-%lo7 celulas/ml) se 
incubo en 1 ml de MF adicionado con 3% de BSA bajo atmosfera gaseada a 37°C durante 
60 min, en ausencia (control) 6 presencia de distintas drogas. 
Luego, las muestras se transfirieron a tubos conicos de plastico de 5 ml (Corning), se 
agrego 0.25 pCi de [14C]acido araquidonico (52.9 Cilmol; 1 Ci=37 GBq) (New England 
Nuclear) y se incubo durante otros 60 min en un bafio termostatizado tipo Dubnoff bajo 
atmosfera de carbogeno (95% 0, y 5% CO,) a 37°C. 
Finalizada la incubacion, 10s productos derivados de la lipoxigenasa se extrajeron tres 
veces con 2 ml de acetato de etilo. Los extractos obtenidos se secaron con N2, 10s residuos se 
resuspendieron en 0.2 ml de cloroformo:metanol(2: 1 vlv) y se sembraron en placa de silica gel 
(cromatografia en capa delgada) a fin de separar 10s metabolitos derivados de la lipoxigenasa 
formados durante la incubacion. Paralelarnente, se sembro el acido 5-hidroxi-5,8,11,14- 
eicosatetraenoico (5-HETE) (Paese1,FrankfUrt) como testigo. La comda se realizo en cuba 
cromatogrifica conteniendo una mezcla de solventes, a saber: acetato de eti1o:isooctano:acido 
a&ico:agua (76:67:20: 100 vlv). Una vez corrida la placa y evaporado el solvente, el testigo se 
revelo con vapor iodado. Los bobtenidos para el acido araquidonico y el 5-HETE heron 0.85 
y 0.70 respectivarnente. La placa se corto en segmentos de 1 cm aproximadamente, se colocaron 
en viales y se les agrego 10 ml de liquido de centelleo. La radioctividad presente se determino 
a las 24 hs siguientes en un contador de centelleo liquid0 LKB 12 14 Rackbeta. Los resultados 
obtenidos se expresaron como porcentaje de conversion de radioctividad total de la placa (% 
cpm en la placa). 
Finalizada la extraccion de 10s productos de la lipoxigenasa y a fin de extraer 10s 
productos derivados de la ciclooxigenasa, el medio de incubacion remanente se acidifico con 
HCI 0.01 M hasta obtener un pH=3.0. Se agrego un volumen de acetato de etilo y se dejo en 
contact0 a 4°C durante 18-22 hs. Cumplido este periodo, se extrajo la fase de arriba y se 
realizaron dos extracciones m b  con igual volumen de acetato de etilo. Los extractos orghicos 
combiidos se llevaron a sequedad bajo atmosfera de N2. Los residuos de las muestras heron 
eluidos con una mezcla de cloroformo:metanol (2: 1 vlv) y se sembraron en placas mediante 
tubos capilares. Paralelamente, se sembraron testigos autenticos de PGE,, PGFMa, 6-ceto- 
PGF,, y TXB, (Sigma Chem.Co.). La comda se realizo en una cuba cromatograca con 
200 ml aproximadamente de una mezcla de solventes: benceno : dioxano: acido acdico glacial 
(60:30:3 vlv). La posicion de 10s testigos en la placa seca se visualize con acido fosfomolibdico 
(Sigma Chem.Co.) en etanol a1 10% (plv), seguido de calentamiento a 1 10" C durante 10 min. 
Los valores de R, obtenidos heron: 0.47 para PGE,, 0.35 para PGF-, 0.22 para 6-ceto- 
PGF,, 0.57 para TXB, y 0.80 para el acido araquidonico. La placa, se corto en segrnentos de 
1 cm aproximadamente, se colocaron en Gales y se les agrego 10 rnl de liquido de centelleo. La 
radioctividad presente se determino a las 24 hs siguientes en un contador de centelleo liquido 
LKB 12 14 Rackbeta. Los rd tados  obtenidos se expresaron como porcentaje de conversion de 
radioctividad total de la placa. 
9. DROGAS UTILIZADAS 
Los agentes fmacologicos que se emplearon en 10s ensayos in vitro heron 10s 
siguientes: 
- aminoguanidina (Sigma Chem.Co.). 
- D-arginina (Sigma Chem. Co.). 
- L-arginina (Sigma Chem.Co.). 
- hemoglobina (Sigma Chem.Co.). 
- ionoforo de calcio A23 187 (Sigma Chem.Co.). 
- NO-nitro-L-arginina (NO2-arg) (Sigma Chem.Co.). 
- p-nitro-D-arginina-metil ester (D-NAME) (Sigma Chem.Co.). 
- NO-nitro-L-arginina-metil ester (L-NAME) (Research Biochemical Products: RBI). 
- nitroprusiato de sodio (Sigma Chem.Co.). 
- spermine-NONOate (Cayman Chem. Co.). 
- progesterona (Sigma Chem.Co.). 
- seroalbhnina bovina, fiaccion V, para embriones (Sigma Chern.Co.). 
En todos 10s casos se uti l i ion lm drogas en forrna pura y las soluciones heron 
preparadas inrnediatamente antes de su empleo, con excepcion del compuesto spermine- 
NONOate, el cual debio prepararse 1 h antes de ser utilizado de acuerdo a su cinktica de 
reaction. 
10. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS 
Para las comparaciones estadisticas entre dos tratamientos se utilizo la prueba "t" de 
Student para muestras no apareadas. En aquellos casos en que se compararon en foma conjunta 
tres o m h  tratamientos se realizo en primer t M n o  un M s i s  de la varianza y luego se 
desarrollo un procedimiento de comparaciones midtiples por medio de la prueba de Student- 
Neuman-Keuls. Para el adisis de distribution de fiecuencias entre p p o s  se aplicaron pruebas 
de Chi2 de independencia. En todos 10s casos, las diferencias se consideraron sigdicativas 
cuando P <0.05. Cada experiment0 o ensayo representa una muestra espermatica proveniente 
de un epididimo caudal de raton. 
CAPITULO I11 
Resultados 
1. EFECTO DEL OXIDO NITRIC0 EN LA MOTILIDAD ESPERMATICA 
MURINA 
Estudios realizados en nuestro laboratorio, demostraban que el utero y el oviduct0 
de ratas estrogenizadas eran capaces de siitetizar oxido nitrico (NO) a partir de L-arginina como 
sustrato (Franchi y col. 1994; Perez Martinez y col. 1996). En base a estos datos, nos 
cuestionamos si el NO exogeno (proveniente quizis, del tracto genital femenino) podia modular 
la hc ion de la gameta masculina durante el proceso de fertilization. Para ello, incubamos 10s 
espermatozoides en presencia de un generador de NO como es el nitroprusiato de sodio (NP) 
y medimos su efecto sobre el parhetro de motilidad espermatica durante el period0 de 
capacitacion in vitro. 
1.1. Motilidad general en presencia de nitroprusiato de sodio 
Cuando 10s espermatozoides murinos se incubaron durante 120 rnin (tiempo de 
capacitacion) en un medio capacitante (MF), la motilidad (medida como porcentaje de 
espermatozoides motiles) permanecio constante a lo largo del tiempo. Cuando al medio de 
capacitacion se adiciono 150 pM de NP al comienzo de la incubacion, la motilidad general no 
present6 diferencias significativas con respecto a1 control (Figura 111.1). Sin embargo, cuando 
se agrego 300 pM de NP al comienzo de la capacitacion, el porcentaje de celulas motiles 
disminuyo significativamente comparado con el control a 10s 90 y 120 min de comenzada la 
incubacion (Figura 1112). 
A fin de comprobar que el efecto observado con 300 pM de NP sobre la motilidad se 
debio especificarnente al NO, se incubaron 10s espermatozoides en presencia de hemoglobina 
(Hb), la cual a c ~ a  como atrapador del NO. Asi, el porcentaje de motilidad observado en 
presencia de hemoglobina (20 pglml) adicionada a tiempo 0 de incubation con y sin NP h e  
semejante al del control (Figura 111.2). 
Habiendo determinado que el efecto observado con 300 pM de NP se debio al NO, nos 
cuestionamos el por que de la disminucion de la motilidad observada en la Fiwa 111.2, ya que 
10s espermatozoides inmotiles podian estar vivos per0 quiescentes 6 muertos. Asi, la Figura 
111.3 muestra que la disminucion de la motilidad en presencia de 300 pM de NP es causada por 
la perdida de viabilidad de 10s espermatozoides. 
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Figura IIL1: Efecto del nitroprusiato de sodio (NP) en la motilidad espermatica durante 
la capacitaci6n in vitro. .los espermatozoides provenientes del epididimo caudal de rat6n 
se incubaron en MF en ausencia 6 presencia de 150 p M  de un generador de NO (NP) 
durante 120 min. A distintos tiempos se registr6 la motilidad basal (expresada como 
porcentaje de motilidad). No existieron diferencias significativas entre ambos grupos. Las 
barras representan la media * S.E.M. de 8 experimentos. 
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Figura IIL2: Efecto del NP en la motilidad espermatica durante la capacitaci6n in vitro. 
Los espermatozoides se incubaron en MF en presencia de NP (300 pM), Hb (20 pg/ml) 
6 Hb (20 pg/ml)+NP (300 pM) durante 120 min. A distintos tiempos se registr6 la 
motilidad basal. El tratamiento con NP disminuy6 significativamente el porcentaje de 
cBulas m6tiles a 10s 90 y 120 min comparado con 10s otros grupos. Los tratamientos con 
NP+Hb y con Hb no difieren significativamente del control, Las barras representan la 
media * S.E.M. de 8 experimentos. ('**): P< 0.001. 
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Figura IIL3: Efecto del NP sobre h viabilidad espermritica. Los espermatozoides se 
incubaron en MF en ausencirr 6 presencia de 300 p M  de NP y a diitintos tiempos se d u b  
la viabilidad espermritica mediante la tinci6n con eosina d5%. El tratamiento con NP 
disminuy6 significativamente el niimero de espermatozoides vivos a 10s 90 y 120 min de 
incubacidin comparado con el control. Las barras representan la media * S.E.M. de 5 
experimentos. ('1: P< 0.05. 
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1.2. Hiperactivacibn con nitroprusiato de sodio 
Otro patron de motilidad medible es el de hiperactivacion espermatica. La 
hiperactivacion se caracteriza por el movirniento en forma de latigo del flagelo y movimiento no 
progresivo matizado con pequeiios episodios de movirniento lineal. Cuando incubarnos 10s 
espermatozoides en presencia de 150 pM de NP desde el comienzo de la capacitacion, el 
porcentaje de espermatozoides con patron de motilidad hiperactivado aumento significativa- 
mente con respecto a1 control durante 10s 60 y 90 min de incubacion (Figura III. 4). Asimismo, 
el agregado de una concentracion mayor de NP (300 pM) produjo un aumento significative a 
10s 30 y 60 min de comenzada la incubacion (Figura 111.5). 
Estos resultados muestran que en presencia de NP el patron de hiperactivacion se ve 
acelerado en el tiempo comparado con el control. Asi, una mayor concentracion de NP resulta 
en un mayor adelanto en el tiempo del patron de hiperactivacion e s p d t i c a .  
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F i r a  IILk Efecto del NP sobre la hiperactivacidn espermiitica. Los espermatozoides se 
incubaron en MF en ausencia & presenchr de 150 pkl de NP y a distintos tiempos se evdud 
d porcentaje de caulas hiperactbadas. Ei tmtamiento con NP aumetlt6 signifieativamente 
el porcentaje de hiperactivacidn a 10s 60 y 90 min comparado con el control. Las barras 
representan la media * S.E.M. de 8 experimentos. (*): PC 0.05; (**): PC 0.01. 
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Figura IIL5: Efecto del NP sobre la hiperactivacidn espermhtica. Los espermatozoides se 
incubaron en MF en ausencia d preseneia de 300 ~LM de NP y a distintos tiempm se 
evalud el porcentaje de caulas hiperactivadas. El tratamiento con NP aumentd 
signifieativamente el porcentaje de hiperactivaci6n a 10s 30 y 60 min comparado con el 
control. Las barras representan la media * S.E.M. de 8 experimentos. ("'): P< 0.001. 
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2. EVIDENCIAS FARMACOLOGICAS DE LA PRESENCIA DE LA ENZIMA NO- 
SINTASA EN EL ESPERMATOZOIDE MURINO 
Dado que el NO exogeno estimula la motilidad espermatica, nos intereso investigar la 
presencia de la enzima NO-sintasa en la gameta masculina y su posible participation en el 
proceso de fertilizacion. Para este fin, primeramente se realizaron ensayos farmacologicos, 10s 
cuales estan descriptos a continuacion y seguidamente estos ensayos se complementaron con 
tecnicas inmunologicas y bioquimicas. 
2.1. PARTICIPACION DE LA NO-SINTASA ESPERMATICA EN LA 
FERTILIZACION IN WTRO 
2.1.1. Efecto de inhibidores de la 6xido nitric0 sintasa en la fertilizacibn 
Con el fin de conocer si la garneta masculina posee la enzima responsable de la sintesis 
de NO (NO-sintasa), se investigo el efecto de diferentes inhibidores, de la NO-sintasa sobre la 
fertilizacion in vitro murina. 
La Tabla III..f muestra el efecto de tres inhibidores: NO,-arg, L-NAME y 
aminoguanidina adicionados al cornienzo de la capacitacion espermatica. Los porcentajes de 
fertilizacion en el grupo control varian entre 71% y 96% (media: 84.4%) y la variation 
interensayo es del 10.3%. 
En presencia de L-NAME como de NO,-arg el porcentaje de fertilizacion (embriones 
en estadio de dos pronucleos) h e  significativamente menor comparado con el control. A las 
8 hs post-insemination, se observo que 10s ovocitos no fertilizados tenian espermatozoides 
motiles adheridos a la zona pelucida. Esto estaria indicando que algunos de 10s mecanismos de 
la hncion espermatica involucrados en la fertilizacion (hiperactivacion ylo reaccion acrosomal) 
e s h  a f d o s  en presencia de L-NAME y de NO,-arg, ya que 10s espermatozoides llegan hasta 
el ovocito per0 no son capaces de atravesar la zona pelucida. 
Por otro lada, 0.5 mM de a ~ ~ ~ a ,  que i h b e  especficamente la NO-sintasa 
inducible (isoforma 11) (Misko y col. 1993) no tuvo efecto sobre el porcentaje de ovocitos 
fertilizados in vitro. 
Tratamiento Experimentos 
(n) 
Ovocitos 
(n) 
Significaci6n 
estadistica 
Control 
L-NAME (ImM) 
NO,-arg (0,6mM) 
Aminoguanidina 
(OJmM) 
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Tabla III.1: Efecto de distintos inhibidores de la NO-sintasa sobre la fertilizacidn in 
vitro en rat6n. Los espermatozoides se incubaron en MF durante 120 min en presencia 
de LNAME (1 mM), NO,-arg (0.6 mM) 6 aminoguanidina (0.5 mM). A1 cab0 de ese 
tiempo, 10s ovocitos se inseminaron con espermatozoides controles 6 tratados. A las 8 
hs post-inseminacibn se evalud el porcentaje de embriones con dos pronucleos (% de 
ovocitos fertilizados). (n): nfimero de ovocitos y de experimentos, (n.s.): no 
significative. 
2.1.2. Efecto de diferentes concentraciones de LNAME en la fertilizacibn in vitro 
La Tabla III. 2 muestra el efecto de diferentes concentraciones de L-NAME (agregadas 
a1 comienzo de la incubacion) sobre el porcentaje de ovocitos fertiliiados. La inhibicion h e  
dependiente de la concentracion y se observi, a todas las concentraciones utilizadas: 0.1 mM y 
0.3 mM de L-NAME produjeron una inhibicion de un 20% respecto al control, rnientras que 
0.6 mM y 1 mM de L-NAME redujeron clararnente el porcentaje de embriones en estadio de 
dos pronucleos (40% y 60% respectivamente). Entonces, a partir de la curva concentracion- 
respuesta y considerando como efecto mhximo el de 1 mM de L-NAME, result6 una 
concentracion efectva (CE,) de 0.648 k 0.018 mM. Por lo tanto, se eligio como concentracion 
de trabajo: 0.6 mM de L-NAME. 
2.1.3. Efecto del desplazamiento de LNAME por Larginina en la fertilizaci6n in viiro 
Si 10s efectos observados con L-NAME se deben a una inhibicion competitiva con la 
L-arginina por la enzima NO-sintasa, esta accion inhibitoria debe ser revertida por el sustrato 
L-arginina en altas concentraciones (Gray y col. 1991). Asi, 2 mM de L-arginina revirtio 
levernente la inhibicion producida por L-NAME; pero una concentracion de 5 mM de L-arginina 
adicionada a 0.6 mM de L-NAME revirtio totalmente esta inhibicion, es decir que no present6 
diferencias sigdicativas respecto del grupo control (Tabla 111.3). Ademb, 5 mM de D-arginina 
no revirtio el efecto inhibitorio del L-NAME. Cabe aclarar que la adicion de 5 rnM de L- o D- 
arginina durante la capacitacion no produjo efect~ alguno sobre la fertilizacion in vitro. 
Por otro lado, el enantiomero inactivo del L-NAME, denominado D-NAME no inhibio 
el porcentaje de ovocitos fertilizados respecto al control (Tabla 111.3). 
En nuestro diseiio experimental no descartamos la posibilidad que el inhibidor, presente 
en la suspension de espermatozoides, sea transferido a la gota de fertilizacion y afecte a 10s 
ovocitos durante la fertilizacion. Si 15 p1 de la suspension espermatica conteniendo 0.6 mM 
de L-NAME se diluyen en un volumen final de 150 pl en la gota de fertilizacion, entonces la 
concentracion final de L-NAME sera de 0.06 mM. Ambas garnetas quedan expuestas durante 
las 8 hs de incubacion a esta concentracion del inhibidor. Por lo tanto, realizarnos 10s siguientes 
controles experimentales: (1) 10s ovocitos se inseminaron con espermatozoides no tratados per0 
la gota de fertilizacion contenia 0.06 mM de L-NAME y (2) 10s ovocitos se incubaron 30 min 
con 0.6 mM de L-NAME, se lavaron tres veces y se inseminaron con espermatozoides no 
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Tratarniento Experimentos Ovocitos Fertilizacidn Significacidn 
(4 ( n) (%I estadistica 
Control 4 7 1 859 
LNAME (lmM) 4 57 1 795 P4.001 
L-NAME (0,6mM) 4 40 523 P4.005 
L-NAME (OJmM) 4 42 69,O P4.M 
L-NAME (0,lmM) 4 46 67,4 P4.05 
Tabla III.2: Efecto del LNAME sobre la fertilizaci6n in vitro en rat6n. Los 
espermatozoides se incubrron en MF durante 120 min en presencia de distintas 
concentraciones de LNAME. A1 cabo de ese tiempo 10s ovocitos se inseminaron con 
espermatozoides controles d tratados. A Ias 8 hs post-inseminacibn se evalud el 
porcentaje de embriones con dos pronlicleos (% de ovocitos fertilizados). (n): nlimero 
de ovocitos o de experimentos, n-s.: no significative. 
Tratamiento 
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Experimentos Ovocitos Fertilizaci6n Significaci6n 
(n) (n) (%I estadistiea 
Control 3 37 919 
L-NAME (0,6mM) 3 59 35,6 
D-NAME (0,6mM) 3 43 79,l 
L-NAME + L-Arginina (2mM) 3 48 583 
L-NAME + L-Arginina (5mM) 3 83 7293 n.s. 
L-NAME + D-Arginina (5mM) 3 32 a 6  P4.001 
L-Arginina (5mM) 3 42 81,O n.s. 
D-Arginina (5mM) 3 40 75,O n.s. 
! 
Tabla III.3: Efecto del D-NAME y de la reversitin del efecto inhibitorio del LNAME 
con L-y D-arginina sobre la fertilizacidn in vitro en ratbn. Los espermatozoides se 
incubaron en MF durante 120 min en presencia de GNAME, D-NAME, G 6 D- 
arginina . En otro grupo experimental, 10s espermatozoides se incubaron en MF con L- 
6 D-arginina adicionadas simultrineamente con LNAME (0.6 mM) a1 comienzo de la 
capacitaci6n. A las 8 hs post-inseminacibn se evalu6 el porcentaje de embriones con dos 
pronucleos (ovocitos fertilizados). (n): numero de ovocitos o de experimentos. n.s.: no 
significative. 
tratados per0 la gota de fertilizacion contenia 0.06 rnM de L-NAME. Ambos tratamientos 
presentaron porcentajes de fertilizacion de 81% y 91% respectivamente, es decir que no se 
observo nin&n efecto inhibitorio. Estos ensayos estarian indicando que el efecto inhibitorio del 
L-NAME en la fertilizacion se debio a un efecto especifico sobre la gameta masculina durante 
el period0 de capacitacion. 
2.2. PARTICIPACION DE LA NO-SINTASA EN LA MOTILIDAD ESPERMATICA 
Los resultados presentados hasta aqui sugieren que alguno(s) de 10s mecanismos 
concernientes a la fhncion espermatica estaria(n) afectado(s), dado que el porcentaje de 
fertilizacion in vitro disminuye respecto al control cuando 10s espermatozoides son capacitados 
en presencia de dikentes inhibidores de la enzima NO-sintasa. 
Con el fin de precisar cud de 10s parhetros se encuentra afectado, primeramente 
medimos el efecto de L-NAME sobre la motilidad espermatica murina. 
2.2.1. Efecto de la inhibicidn de la NO-sintasa sobre la motilidad del espermatozoide 
Los espermatozoides se incubaron en un medio capacitante (BSA 3%) en presencia de 
0.6 rnM y 1 mM de L-NAME. En ambos casos, la motilidad general a 10s 120 rnin, disminuyo 
significativamente comparado con el control (Figura 11.6). 
En cuanto a1 patron de hiperactivacion, podemos observar en la Figura III.6 que el 
porcentaje de espermatozoides hiperadvados a 10s 120 rnin h e  significativamente menor en 10s 
grupos tratados con L-NAME que en el grupo control. 
Por lo tanto, una posible explication a la disminucion observada con L-NAME en el 
porcentaje de fertilizacion seria entonces, que el mecanismo de hiperactivacion, el cual favorece 
la penetracion del espermatozoide por la zona pelucida esta inhibido. 
2.3. LA NO-SINTASA ESPERMATICA PARTICIPARIA EN LA REACCION 
ACROSOMAL ESPONTANEA 
2.3.1. Perfrl temporal de la reaccidn acrosomal espontanea 
Sabiendo que el patron de hiperactivacion estaba afectado en presencia de L-NAME, nos 
preguntarnos si el otro parhetro medible como lo es la reaccion acrosomal tambien estaba 
(a) Motilidad general (b) Hiperact ivacidn 
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Figura IIL6: Efecto del LNAME sobre la motilidad y la hiperactivacibn espermaitica. 
Se incubaron espermatozoides en presencia de 0.6 mM y 1 mM de LNAME y se 
evalu6: (a) el porcentaje de espermatozoides motiles y (b) el porcentaje de 
espermatozoides hiperactivados a 10s tiempos indicados ( 120 min). Ambas 
concentraciones de LNAME disminuyeron el porcentaje de motilidad y de 
hiperactivaci6n a 10s 120 min comparado con el grupo control. Las barras representan 
la media * S.E.M. de 5 experimentos. ('): PC 0.05; ("): PC 0.01. 
a f d o .  Para ello incubarnos a 10s espermatozoides en un medio capacitante durante 240 min. 
A 10s tiempos 0, 120, 180 y 240 se sac6 una alicuota de la muestra y se midi6 el status 
acrosomal mediante la tknica HOS-SPERMAC, descripta en la seccion 11.4. 
En la Figzua III. 7 se observa que a 10s 180 y 240 min hubo un aumento significative en 
el porcentaje de espermatozoides reaccionados espontirnearnente comparado con el tiempo 0 
de incubacion. 
2.3.2. Efecto de la inhibici6n de la NO-sintasa en la reacci6n acrosomal espontrinea 
2.3.2.1. Efecto de diferentes concentraciones de LNAME sobre la reacci6n acrosomal 
espontanea 
La Figura 111.8 muestra el efecto de 1 mM, 0.6 rnM, 0.3 mM y 0.1 rnM de L-NAME 
(adicionados a1 comienzo de la incubacion) sobre el porcentaje de espermatozoides reaccionados 
en forma espontirnea a 10s 240 min de comenzada la capacitacion. La inhibition fbe 
concentraciondependiente; dialas concentraciones de 0.6 mM y 1 mM de L-NAME redujeron 
significativamente el porcentaje de espermatozoides reaccionados. 
A parti. de la curva concentration-respuesta y considerando como efecto mAximo el de 
1 mM, la concentracion efectiva de trabajo fbe: EC,= 0.402 0.004 rnM. Nosotros utilizamos 
0.6 mM de L-NAME como concentracion de trabajo por ser la concentracion mas proxima a 
0.4 mM con significancia estadistica. 
Por otro lado, la viabilidad espermatica no se modifico con las concentraciones de L- 
NAME utilizadas y variaron entre 60-75% luego de 10s 240 rnin de incubacion (Figura 111.9). 
2.3.2.2. Efecto del desplazamiento del LNAME por L y D- arginina sobre la reacci6n 
acrosomal espontanea 
Cuando 10s espermatozoides fberon incubados en presencia de 0.6 mM de L-NAME el 
porcentaje de espermatozoides reaccionados espontineamente disrninuyo significativamente 
respecto a1 control al cab0 de 240 min. Sin embargo, este efecto inhibitorio no se observi, 
cuando 10s espermatozoides i k o n  incubados en presencia del enantiomero inactivo D-NAME. 
Ademis, la presencia de 5 mM de L-arginina en el medio de incubacion con L-NAME, 
revirtio el efecto inhibitorio a valores semejantes de 10s del control. A diferencia de la 
Figura IIL7: Variaci6n temporal de la reacci6n acrosomal espontanea en el rat6n. Los 
espermatozoides se incubaron en MF y a 10s tiempos indicados (0,60,120,180 y 240 
min) se determin6 el porcentaje de espermatozoides reaccionados espontaneamente 
mediante la tkcnica HOS-Spermac. Cada barra representa la media S.E.M. de 6 
experimentos. ('): PC 0.05 (T=180 min vs. T 4 ) ;  (*'): PC 0.01 (T=240 vs.T=O). 
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Figura IIL8: Efecto de diferentes concentraciones de GNAME en la reacci6n acrosomal 
espontainea. Se incubaron espermatozoides de rat6n en MF con concentraciones 
crecientes de LNAME adicionado al comienzo de la capacitaci6n y se determin6 el 
porcentaje de espermatozoides reaccionados a 10s 240 min mediante la tinci6n HOS- 
Spermac. Las barras representan h media S.E.M. de 5 experimentos. (.): PC 0.05 (0.6 
mM vs. control) y (1 mM vs. control). 
control 0.1 0.3 0.6 1.0 
L-NAME (mM) 
Figura IIL9: Efeeto del LNAME sobre la viabilidad espermhtica. Se incubaron 
espermatozoides de rat6n en MF con concentraciones crecientes de LNAME 
adicionado al comienu, de la incubaci6n y se determi116 el porcentaje de 
espermatozoides viables a 10s 240 min por la 4knica de HOS-Spermac, Las 
concentraciones de LNAME ensayadas no modifrearon significativamente el porcentaje 
de viabilidad respecto al control. Lw barras representau la media S.E.M. de 4 
experimentos. 
L-arginina, el agregado de 5 mM de D-arginina a1 medio con 0.6 mM de L-NAME, no modifico 
10s porcentajes de espermatozoides reaccionados obtenidos en presencia del inhibidor 
( TablaIII. 4). 
Estos ensayos corroboran el efecto especifico del L-NAME sobre la NO-sintasa, la cud 
podria estar involucrada tanto en el proceso espontheo de exocitosis espermitica como en la 
capacitacion. 
2.4. LA NO-SINTASA ESPERMATICA INTERVENE EN LA REACCION 
ACROSOMAL INDUCIDA POR PROGESTERONA 
Varias son las sustancias descriptas capaces de inducir la reaccion acrosomal en el raton. 
Bashdonos en un trabajo de Roldb y col. (1994), u t i l i o s  un inductor fisiologico de la 
reaccion acrosomal como es la progesterona (P) y realizamos 10s siguientes ensayos 
experimentales. Los espermatozoides se incubaron en un medio capacitante durante 120 
min y a1 cab0 de ese tiempo se observo que el porcentaje de espermatozoides reaccionados 
espontheamente en el grupo control (vehiculo) h e  del 28% (Figura III. 10). Sin embargo, 
cuando 10s espermatozoides capacitados se expusieron a 10 pM, 15 pM 6 20 pM de 
progesterona durante 15 min, el porcentaje de celulas reaccionadas aumento significativamente. 
La induccion h e  concentraciondependiente y la m k h a  estirnulacion se obtuvo con 20 pM de 
progesterona. Sin embargo, como no existieron diferencias significativas entre 15 pM y 20 p w  
elegirnos 15 pM como concentracibn de trabajo (Figurn III.10). 
2.4.1. Efecto de inhibidores de la NO-sintasa en la reacci6n acrosomal inducida por 
progesterona 
Con el fin de investigar la hncion del NO sintetizado por el espermatozoide en la 
reaccion acrosomal inducida por progesterona, se estudio el efecto de L-NAME y NO,-arg 
adicionados al comienzo de la capacitacion. 
Cuando 10s espermatozoides se incubaron durante 120 rnin en presencia de 0.6 mM de 
L-NAME 6 NO,-arg y luego se adiciono 15 pM de progesterona durante 15 min, el porcentaje 
de espermatozoides reaccionados h e  semejante al grupo control; es decir que 10s 
espermatozoides no heron capaces de responder al estimulo de la progesterona en presencia 
de dos inhibidores de la enzirna NO-sintasa. A d d ,  el enantiomero inactivo D-NAME no tuvo 
% de reacci6n acrosomal 
Tratamiento 0 min 120 min 240 min 
Control 
L-NAME (0,6mM) 
D-NAME (0.6mM) 
L-NAME (0,6mM) + L-ARG (5mM) 
L-NAME (0.6mM) + D-ARG(5mM) 
L-ARG(5mM) 
D-ARG(5mM) 
Tabla III.4: Reversi6n d d  &to inhibitorio del LNAME con L y D-arginina sobre la 
renccibn acrosomal esponbtnea. Se incubaron espermatozoides de rat6n en presencia 
de GNAME, LNAME+Larginina, LNAME+D-arginina, D-NAME, L6D-arginina. 
A 10s tiempos indicados se determinb d porcentaje de espermatozoides reaccionados 
espont4neamente por la tinci6n HOSSpermac. Cada valor se indica como media * 
S.E.M. de 5 experimentos. (*): P< 0.01 (T=240 min vs. control). 
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Figura IIL10: Efecto de diferentes concentraciones de progesterona (P) sobre la 
reaccidn acrosomal de ratdn. Los espermatozoides se capacitaron en MF durante 120 
min y luego se expusieron a 10 jM, 15 ~LM 6 20 p M  de progesterona por otros 15 min. 
A1 grupo control se le adicion6 el vebiculo (DMSO). Finalizada la incubaci6n se 
detennind el porcentaje de espermatozoides rtaecionados por la tCcnica ROS-Spermac. 
Las barras representan la media S.E.M. de 5 experimentos. ('): P< 0.01 y ('"): Pe 
0.001 control vs. tratados; progesterona (15- ) vs. progesterona (20pM) es no 
significativo. 
control 
efecto sobre la reaccion acrosomal inducida con 15 pM de progesterona (Figzrra III. 11). 
Se sabe que en el raton, el tiempo de capacitacion es entre 90- 120 min; sin embargo 
otros investigadores establecen que gran n~imero de espermatozoides esta capacitado a partir 
de 10s 60 min (Visconti y col. 1995). 
En 10s experimentos antes descriptos, 10s inhibidores heron agregados al comienzo de 
la capacitacicin; por lo tanto, 10s inhibidores podian estar afectando el proceso de capacitacion, 
el de reaccion acrosomal o ambos. 
Para poder determinar cud de 10s dos procesos estaba afectado en presencia de L- 
NAME o NO,-arg, 10s espermatozoides se incubaron con 0.6 mM de L-NAME o NO,-arg a 
diferentes tiempos durante la capacitacion. Asi, en un grupo, el inhibidor se adiciono a tiempo 
60 de capacitacion y en otro grupo a 10s 90 min de capacitacion. En ambos casos, 15 pM de 
progesterona se agrego a 10s 120 min de incubacion durante otros 15 min. 
A 10s 60 min, el efecto de ambos inhibidores h e  mayor que a 10s 90 rnin; sin embargo 
esta diferencia no fbe significativa. Por lo tanto, L-NAME y NO,-arg redujeron el porcentaje 
de exocitosis estimulada por progesterona independientemente del tiempo en que heron 
adicionados durante la capacitacion (60 o 90 min) (Figura 111.12). 
Estos resultados sugieren que la enzirna NO-sintasa del espermatozoide participaria en 
el proceso de reaccion acrosornal inducida por progesterona. 
2.4.2. El 6xido nitric0 estimula directamente la reacci6n acrosomal 
Los resultados anteriores evidencian que el NO sintetizado por el espermatozoide es 
necesario para que la progesterona pueda ejercer su efecto sobre la exocitosis. Entonces, si el 
NO es un mediador en la accion de la progesterona, puede ser que estimule directarnente la 
reaccion acrosomal. Por lo tanto, estudiamos el efecto de un generador de NO, llamado 
spermine-NONOate sobre la reaccion acrosomal murina. 
Cuando 10s espermatozoides se capacitaron durante 120 min y luego se expusieron 
durante 15 rnin adicionales a diferentes concentraciones de spermine-NONOate, el porcentaje 
de espermatozoides reaccionados aumento respecto a1 control. Una concentracion de 0.1 mM 
de spermine-NONOate produjo una mixima estimulacion, rnientras que 0.3 mM estimulo en 
menor proporcion y 0.01 rnM y 0.6 mM de spermine-NONOate no produjeron estimulaci6n 
alguna. Es importante aclarar que el porcentaje de espermatozoides reaccionados con 0.1 m M  
control P L-NAME N O j a r ~  D-NAME 
(16 AIM) 
Figura III.11: Efecto de inhibidores de la NO-sintasa sobre la reaccion inducida por 
progesterona. Los inhibidores LNAME (0.6mM), D-NAME (0.6 mM) 6 NO2-arg (0.6 
mM) se adicionaron a1 comiem de la incubacibn espermatica. Al cab0 de 10s 120 min, 
se agreg6 15 pM de progesterona por otros 15 min. Luego, se evalu6 el porcentaje de 
espermatozoides reaccionados por la tincidn HOS-Spermac. Las barras representan la 
media * S.E.M. de 5 experimentos. (3: P< 0.05 (progesterona vs. LNAME 6 NO,-arg); 
control vs. LNAME 6 NO2-arg no es significative. 
60 mln 
I90 min 
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Figura III.12: Efecto del LNAME y de la NO2-arginina a distintos tiempos durante la 
capacitac%n. Se adiciond LNAME (0.6 mM) 6 NO,-arg (0.6 mM) a 10s 60 6 90 min de 
la capacitacibn. A 10s 120 min de comenzada la incubacibn, 10s espermatozoides 
w expushn a 15 pM de progesterona por otros 15 min. Luego, se evalub el porcentaje 
de espermatou,ides reaccionados por la tinci6n HOS-Spermac. Las barras representan 
la media * S.E.M. de 5 experimentos. ('): PC 0.01 y ("): PC 0.001 (progesterona vs. 
tratados); no existen diferencias signifiicativas entre el control y 10s tratados ni entre 
10s grapos tratados. 
control P (15 Lkl) L-NAME NOjarg 
de spermine-NONOate h e  semejante a1 obsemado con 15 pM de progesterona (F~gzira 111.13). 
Para corroborar que el efecto observado con spermine-NONOate era debido a1 NO, la 
solucion de spermine-NONOate se dejo durante 24 hs a 37 "C bajo atmosfera gaseada, a fin de 
permitir la liberacion del NO (Zini y col. 1995). Luego, 10s espermatozoides se capacitaron y 
se expusieron durante 15 min a dicha solucion. En este caso, no se observo estimulacion alguna. 
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Figura IIL13: Efecto del generador de 6xido nitrico, spermine-NONOate sobre la 
reacci6n acrosomal en el rat6n. Los espermatozoides se capacitaron en MF durante 120 
min y luego se expusieron a distintas concentraciones de spermine-NONOate durante 
otros 15 min. Se midid el porcentaje de espermatozoides reaccionados por la tincidn 
HOS-Spermac. Las barras representan la media * S.E.M. de 5 experimentos. 
('): P< 0.05 (tratados vs. progesterona); 10s grupos de spermine-NONOate (0.01 mM 
1 y 0.6 mM) no difieren significativamente del grupo control. 
control 
95 
3. EVIDENCIAS INMUNOLOGICAS DE LA PRESENCIA DE LA NO-SINTASA 
EN EL ESPERMATOZOIDE MURINO 
Los estudios farmacologicos presentados hasta aqui sugieren que la NO-sintasa 
espermatica participa en el proceso de fertilization, especificamente sobre la motilidad 
espermatica y la exocitosis acrosomal. Con el fin de precisar la presencia de esta enzima en el 
espermatozoide, decidios realizar ensayos inmunologicos. El estudio se llevo a cab0 mediante 
el desarrollo de las siguientes tecnicas: 
- inmunofluorescencia indirecta. 
- western blot. 
3.1. LOCALIZACION CELULAR DE LA NO-SINTASA ESPERMATICA POR 
INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA 
Mediante la tknica de inmunofluorescencia indirecta (IFI), se evidencio la presencia de 
la enzirna NO-sintasa en espennatozoides murinos con un anticuerpo para la NO-sintasa 
constitutiva (NOS-B) . 
Los espermatozoides se capacitaron durante 150 rnin y a distintos tiempos durante la 
incubacion se determino el porcentaje de celulas con fluorescencia especifica. En cualquiera de 
10s tiempos medidos, el porcentaje de celulas con marca h e  del 88% al 98%. No se detect6 
fluorescencia especifica en 10s controles negativos. 
La fluorescencia espedica aparecio en la cabeza y en la cola del espermatozoide murino. 
En la cola, la mayor fluorescencia se observo en la region ubicada por debajo del segment0 
medio (Figura ZZZ. I4.A. B y  C). La localization de la enzima en la region de la cabeza del 
espermatozoide present6 tres patrones caracteristicos: 
(a) PaMn I: una intensa fluorescencia localizada en el acrosoma (capuchon acrosomal 
y segment0 ecuatorial) (Figura IZL I4.A). 
(b) Patrdn 11: no se observo fluorescencia en la cabeza (Figura III. 14. B). 
(c) Patrdn III: una tenue fluorescencia localizada solo en el capuchon acrosornal 
(Figura III. 14. C). 
Figura IIL14: Localizaci6n de la enzima NO-sintasa en espermatozoides de rat6n por 
la tknica de inmunofluorescencia indirecta. (a) Patr6n I: fluorescencia intensa 
localizada en el acrosoma (capuch6n acrosomal y segment0 ecuatorial); (b) Patrdn 11: 
sin fluorescencia en el acrosoma y (c): Patriin IIk tenue fluorescencia en el capuchbn 
acmsomal. Los tres patrones tambi6n presentan fluorescencia por debajo del segment0 
medio del fIagelo. 
3.1.1. Variacidn de 10s patrones de localizacidn de la NO-sintasa en la capacitacidn in vitro 
Los tres patrones mencionados anteriormente (I, I1 y 111) coexistieron en todas las 
muestras examinadas. Sin embargo, el porcentaje de espermatozoides con marca en el acrosoma 
(patron I) disminuyo con el tiempo de incubacion. Espermatozoides epididimarios frescos 
presentaron un 4 1.6% del patron I. Este porcentaje disminuyo a 18.6% luego de 90 rnin de 
incubacion y practicamente desaparecio (1%) a 10s 150 min. Por otro lado, el porcentaje de 
espermatozoides sin marca en la region acrosomal (patron 11) aumento durante el transcurso de 
la incubacion. A tiempo 0, solo el 3 1.7% de 10s espermatozoides tenian el patron 11, per0 a 10s 
90 y 1 50 rnin este porcentaje aumento a 48.7% y 77.2% respectivamente (Figura III. 15). 
En la Figura 111.15 tarnbien se puede observar que existe una relacion entre el patron 
I y el patron 11. El grado de desaparicion de fluorescencia en el acrosoma (patron I) iguala al 
grado de aparicion de espermatozoides sin fluorescencia en esa region (patron LI). A d d s ,  la 
suma de 10s porcentajes del patron I y el II dan porcentajes que oscilan entre el 67.3% a1 78:2% 
para cualquier punto dado. . 
El porcentaje de espennatozoides que poseen el patron III (una tenue fluorescencia en 
el acrosorna) no vario sigdicativamente (de 16.8% a 24.8%) durante el period0 de incubacion 
in vitro. 
Entonces, estos resultados nos sugieren que durante la capacitacion ylo la exocitosis 
acrosomal, la fluorescencia presente en el acrosoma desaparece mientras que la marca en el 
flagelo no se pierde. 
3.2.IDENTIF'ICACION POR WESTERN BLOT DE LA NO-SINTASA ESPERMATICA 
Cuando las proteinas solubilizadas de espermatozoides epididimarios de raton se 
incubaron bajo condiciones no reductoras y heron sometidas a Western Blot, una fraccion 
proteica de 140 kD h e  reconocida por 10s tres anticuerpos anti-NOS (neuronal, endotelial e 
inducible). Sin embargo, bajo condiciones reductoras, esta banda no pudo ser detectada con 
ninguno de 10s tres anticuerpos anti-NOS ensayados (Figura 111.16). 
Paralelamente se sembraron proteinas solubilizadas de corteza cerebral de rata (control 
positivo), que revelaron una banda principal de 150 kD en presencia del anticuerpo anti NOS-B 
(neuronal). Como control negativo, las muestras se incubaron en ausencia de 10s anticuerpos 
anti-NOS, obteniendose en todos 10s casos seiial negativa. 
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Figurn III.15: Variacihn temporal de 10s patrones de fluorescencia en el espermatozoide 
de rat6n. Los espermatozoides se capacitaron en MF y a 10s tiempos indicados se 
tomaron alicuotas de la suspensi6n espermhtica y se realizh el protocolo de 
inmunofluomcencia indirecta detJIUPdo en la secci&n 11.5 de "Materiales y M6tmiosw. 
Luego, se deteminh el porcentaje de cCluias que presentaron el patr6n I (a), el pawn 
II (e) 6 el patrhn III (B). 
Tiernpo de incubaci6n 
. * *  
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Figura 111.16: Reconocimiento de la enzima NO-sintasa espermhtica mediante el analisis 1;:: 
por Western Blot. Extractos crudos de cerebro y cerebelo de rata y proteinas solubilizadas de 
espermatozoides frescos de rat6n fueron sometidos a electroforesis en geles de poliacrilamida 
(7.5%) en presencia de SDS y transferidos a membranas de nitrocelulosa. Luego, fueron 
incubados con antisueros anti NO-sintasa (neuronal: NOS-B, endotelial: NOS-E 6 inducible: 
NOSI) en una diluci6n 1:2000 y finalmente reveladas por medio de un sistema de detecci6n de 
dta sensibilidad Card a: cerebro de rata, card  b: cerebelo de rata: ambos carriles se revelaron 
con el anticuerpo NOSB y se utilizaron como controles positivos. Las proteinas solubilizadas de 
espermatozoides se revelaron con NOS-B (carriles c-d), con NOS-E (carriles e-f) 6 con NOS-I 
(carriles g-h). Los carriles a-b-d-f-h se trataron bajo condiciones reductoras (BME) mientras que 
10s carriles c-e-g se trataron bajo condiciones no reductoras. La NO-sintasa presente en 
homogenatos de cerebro y cerebelo de rata exhibieron una mobilidad similar con un peso 
molecular de 150 kD. Las bandas de proteinas marcadas con una flecha representan la NO- 
sintasa de espermatozoides murinos (140 kD) revelada con 10s tres anticuerpos. Los resultados 
son representatives de 4 blots. 
4. EVIDENCIAS BIOQUIMICAS DE LA PRESENCIA DE LA NO-SINTASA EN EL 
ESPERMATOZOIDE MURINO 
Hasta el momento, todos 10s experimentos realizados evidencian la presencia de la NO- 
sintasa en el espermatozoide y su participation en el proceso de fertilization in vitro. Los 
siguientes ensayos tienen por objeto detectar la formacion de NO a partir de L-arginina como 
sustrato y poder asi corroborar la capacidad de la gameta masculina para sintetizar NO. 
4.1. CONVERSION DE G[14C]ARGININA A L[14CJClTRULINA Y PRODUCCION DE 
OXIDO NITRIC0 POR ESPERMATOZOIDES MURINOS 
Primeramente, realizamos ensayos cineticos para detectar la formacion de L- 
['%]ci-. Los espermatozoides se capacitaron durante 180 min, se adiciono L-[14C]arginina 
a1 comienzo de la incubation y a distintos tiempos se determino la formacion de L-[14C]citrulina. 
La Figura 111.17 muestra un aumento gradual en la sintesis de NO durante el period0 
de capacitacion, alcanzando un plateau a 10s 120- 180 min. Los espermatozoides capacitados 
( 10' celulas) producen 7.0 * 2.1 picomoles de L-[14C]citrulina en presencia de 5.0 pM de L- 
[14C]arginina. 
La produccion de L-[14C]citrulina en estas celulas h e  especificamente inhibida en 
presencia de 0.6 mM de L-NAME (44% de inhibicion) y de 0.1 mM de L-NAME (22% de 
inhibicion), pero no hubo inhibicion con 0.0 1 mM de L-NAME (Figura 111.18). Esta inhibicion 
especifica confirma que bajo nuestras condiciones experimentales, la conversion de L-arginina 
a L-citrulina se debe especificamente a la actividad de la NO-sintasa. Sin embargo, como el L- 
NAME puede inhibir tanto la NO-sintasa costitutiva como la inducible, utilizamos un inhibidor 
especifico para la isoforma inducible (aminoguanidina: AG). En esos experimentos, no 
observamos inhibicion (control:7.0 2.1 vs. AG: 6.32 k 1.4), corroborando nuevamente la 
presencia de la isoforma constitutiva en el espermatozoide murino. 
Cuando 10s espermatozoides heron incubados durante 120 min en presencia de distintas 
concentraciones de L-arginina se produjo un aumento concentration-dependiente del product0 
L-citrulina y por lo tanto de NO (Figura 111.19). 
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Figura IIL17: Formacidn de 6xido nitric0 (NO) en espermatozoides murinos durante 
el period0 de capacitacidn in vitro. Los espermatozoides (1.5-2.5 x lo7) se incubaron en 
500 pI de MF adicionado con 5.0 @I de G[ '~a@nina.  A tiempo 0,60,120 y 180 min 
de incubacibn se determin6 la formacibn de NO mediante la conversibn estequeom6trica 
de L['*C]arginina a L[14C)citrulina y NO (Bredt y Snyder, 1989). Los valores son 
expresados como picomoles de ~['%]citrulina/lO' cClulas. Los puntas graficrrdos 
repmentan la media de tres ensayos S.E.M.. En cada ensayo 10s distintos grupos se 
realiiron por triplicado. 
0 60 120 180 
Tiempo de incubaci6n (mid 
1-NAME 
0.6 mM 
L-NAME 
0.01 mM -- 
control 
- 
I 1 I I I I I 
0 1 2 3 4 5 6 7 8 
L-['4~lcitrullna (pmoles/l~~cels.) 
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Fira IU.18: Efeeto del LNAME sobre la formacidn de dxido nitrico. La produccih 
de NO fue medida por la tknka  dmcripta por Bredt y Snyder (1989). Los 
espermatozoides (l.SL5 x lo7) se incubaron en 500 pl de MF en presencia 6 ausencia 
de disthtas concentraciones de LNAME. Luego de 30 min de incubaci60, se adiciond 
5.0 pM de L['%]alginina y la incubaei6n continud durante otros 120 min. Los valores 
son expmsados como picomoles de G[14C]citmlina 110' c6lulas producidos en 120 min. 
Las banas mpresentan la media de tres ensayos * S.E.M.. En cada ensayo 10s distintos 
grupos se realwon por triplicado. ('): PC 0.05 y ("): P< 0.01 (tmtados vs. control). 
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Fin III.19: Formacidn de dxido nitric0 dependiente de la concentracidn de L 
-ha en espermatozoides capacitados de ratdn. Los espermatozoides (1.5-2.5 x lo7) 
se incubawn durante 120 min en 500 pl de MF adicionado con L[lqarginina (5.0 pM- 
35.0 CrM) y la formacidn de NO se determind mediante la tCcnica descripta por Bredt 
y Snyder (1989). Los valores son expresados como picomoles de L['4C]citrulind107 
cClulas producidos en 120 min. Los puntos graficados representan la media de tres 
ensayos S.E.M.. En cada ensayo 10s distintos gmpos se realizamn por triplieado. 
4.2. LA PROGESTERONA ESTIMULA LA FORMACION DE OXIDO NITRIC0 EN 
ESPERMATOZOIDES CAPACITADOS 
Dado que en 10s experirnentos fmacologicos evidenciamos la participation de la NO- 
sintasa espermatica en la exocitosis inducida por progesterona (seccion III.2.4.), decidimos 
corroborar el efecto de 15 pM de progesterona (P) sobre la formacion de NO. 
El agregado de progesterona (1 5 pM) a espermatozoides capacitados (90 min) estimulo 
la produccion de L-[14C]citnrlina en un 42.5% (control: 9.02 0.22 vs. (P): 12.85 * 0.99),P= 
0.0089. 
Por lo tanto, podemos sugerir que el NO sintetizado por la NO-sintasa espermatica, 
media 10s efectos de la progesterona en la exocitosis acrosomal in vitro. 
5. EFECTO DEL OXIDO NITRICO EN LA SINTESIS DE EICOSANOIDES 
ESPERMATICOS 
Hasta el momento, hemos evidenciado que el NO, sintetizado por el espermatozoide 
interviene en la hcion espedtica, especificamente sobre la motilidad y la reaccion acrosomal. 
Trabajos recientes demostraron que el NO actua modulando enzimas que poseen un 
grupo hem0 y las enzimas responsables de la sintesis de PGs e hidroxiacidos pertenecen a este 
grupo (Rettori y col. 1993; Salvemini y col. 1993). 
Por lo tanto para concluir este trabajo de tesis, nos parecio interesante poder relacionar 
en nuestro sistema a las PGs e hidroxiacidos con el NO, dado que en trabajos anteriores 
habiamos demostrado la participation de las prostaglandinas ovocitarias en el proceso de 
fertilization, las cuales intervenian especificamente en la reaccion acrosomal (Viggiano y col. 
1 995; Herrero y col. 1995). 
5.1. SINTESIS DE PROSTAGLANDINAS E HIDROXIACIDOS ESPERMATICOS 
Prirneramente determinamos si 10s espermatozoides de raton eran capaces de sintetizar 
PGs e hidroxiacidos, ya que hasta el momento d l o  se habia descripto en espermatozoides 
humanos y bovinos (Roy y Ratnam, 1992; Shalev y col. 1994). Asi, 10s espermatozoides 
incubados durante 120 min k o n  capaces de convertir 2.4 0.3 % de [I4C] acido araquidonico 
a PGE, y 3.9 * 1.1 % a 5-HETE (Figura 111.20). Tambien se midieron 10s otros productos 
derivados de la ciclooxigenasa como la 6-cetoPGF,,, la PGF, y el TXB, y 10s derivados de 
la lipoxigenasa (1  2-HETE) pero no se observo una sintesis significativa de estos metabolitos. 
Se consider0 como sintesis significativa a valores superiores a1 1% de cpm en la placa. 
5.2. ESTIMULACION DEL OXIDO NITRICO EN LA SINTESIS DE 
PROSTAGLANDINAS E HIDROXIACIDOS 
Con el prophito de estudiar el efecto del NO en la sintesis de metabolitos derivados del 
acido araquidonico, 10s espermatozoides se incubaron en presencia de 150 pM de NP y al cabo 
de 60 min se adiciono ['4C]AA A 10s 120 rnin de comenzada la incubacion, la sintesis de PGE, 
aumento dos veces comparada con el control mientras que el metabolito 5-HETE se increment6 
cuatro veces en relacion a1 control (Figura 111.22). Los otros metabolitos de la via de la 
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Figun IIU1: Efeeto dd nhpnwiato de sodio (NP) sobre el metabolism basal de 10s 
productos de la liporigcnasa y de la ciclooxigenasa. Los espermatozoides (6-9 x lo7 
c&ulas/ml) se incubaron en MF adicionado con NP (150 ~LM) 6 NP (150 pM)+Hb 
(20 Wml) durante 60 min. Luego, d metabolismo del AA ex6geno se determind 
incubando 10s espermatozoides por otros 60 min en MF adicionado con 0.25 pCi de 
['VAA en un volumen total de 1 mL S61o se detect6 sintesis y Iiberaci6n de PGE, y de 
5-HETE . ('): P< 0.05: NP vs control. Cada barra representa la media * S.E.M. de 6 
experimentor. 
ciclooxigenasa y de la via de la lipoxigenasa tarnbien se midieron, pero no se detect6 sintesis de 
10s mismos en presencia de NP. 
Para corrobar que la estimulacion se debia a1 efecto del NO sobre estas enzimas, 10s 
espermatozoides se incubaron en presencia de NP (150 pM) y hemoglobina (20 pgtrnl). El 
porcentaje de cpm en la placa para PGE, y 5-HETE fue semejante a1 obtenido en el control 
(Figuras 111 21). 
Estos resultados demuestran que 10s espermatozoides murinos sintetizan PGs e 
hidroxiacidos y esta sintesis es estimulada por el agregado de NO exogeno. 
5.3. EFECTO DEL LNAME EN LA SINTESIS DE PROSTAGLANDINAS E 
HIDROXIACIDOS ESPERMATICOS 
Para finalizar y dado que el NO exogeno es capa. de estimular la sintesis de PGs e 
hidroxiacidos espermaticos, nos cuestionamos si un inhibidor de la sintesis de NO (L-NAME) 
podia modificar el patron de shtesis de estos metabolitos. 
Sin embargo, cuando 10s espermatozoides heron incubados en presencia de 1 mM de 
L-NAME, la sintesis basal de PGs e hidroxiacidos no fue afectada. De manera semejante, la 
presencia de hemoglobina (atrapador de NO) no modifico la sintesis basal de estos rnetabolitos 
(Fgura 111.22). 
Estos resdtados sugieren que la sintesis basal de NO presente en el espermatozoide no 
modifica la liberation y sintesis de 10s productos derivados de la ciclo y de la lipoxigenasa por 
lo menos durante el tiempo de incubacion estudiado (120 min). 
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Figura III.22: Efecto del LNAME y de la Hb sobre el metabolismo basal de 10s 
productos de la lipoxigenasa y de la ciclooxigenasa. Los espermatozoides ( 6 9  x 10' 
cklulas/ml) se incubaron en MF adicionado con GNAME (1.0 mM) 6 Hb (20 pg/ml) 
durante 60 min. Luego, el metabolismo del AA ex6geno se determind incubando las 
caulas por otros 60 min en MF adicionado con 0.25 pCi de ['VIAA en un volumen total 
de 1 ml.S6lo se detect6 sintesis y liberacidn de PGE, y de 5-HETE. . Cada barra 
representa la media * S.E.M. de 6 experimentos. 
CAPITULO IV 
La fertilizacion es un proceso que requiere de una delicada regulation y seleccion de las 
gametas. Existen mecanismos que operan a multiples niveles (e.g. comportarniento, ciclos 
hormonales, fisiologia e interaccion del ovocito y del espermatozoide) para asegurar la 
continuidad de las distintas especies. La fina interaccion entre garnetas es una de las etapas m b  
ordenadas y reguladas de todo el ciclo reproductivo. A medida que el espermatozoide avanza 
por el tracto genital de la hembra, existe una serie de procesos selectivos, con variantes se&n 
la especie, que lirnitan la llegada del espermatozoide al sitio de fertilizacion. Estos procesos 
selectivos son tanto anatomicos como ambientales. Entre ellos se pueden incluir: la interaccion 
entre el espermatozoide y el moco cervical, la presencia de celulas del sistema inmunologico y 
el entorno ionico, incluyendo variaciones en el pH y las secreciones del tracto reproductivo 
femenino (Yanagimachi, 1994). Ademas, el espermatozoide que llega a la zona de la ampolla 
en el oviduct0 encuentra nuevas barreras selectivas asociadas a1 ovocito ovulado: el cumulus y 
la zona pelucida. 
Muchos son 10s factores y molkulas de naturaleza diversa (lipidicos, esteroideos y 
peptidicos) descriptos en la interaccion ovocito-espermatozoide. A fin de la decada delt80 se 
descubre la existencia del gas oxido nitrico, el cud es considerado como mensajero intra e 
intercelular y actualmente el NO se ha descripto en diferentes sistemas fisiologicos (Nathan, 
1 992). 
En reproctucion, se vio que el NO a c ~ a  a varios niveles; entre ellos se pueden citar la 
estimulacion del factor liberador de la hormona luteinizante (LH-RH), la cud induce el 
comportamiento de apareo (Rettori y col. 1993), la induccion de la ereccion peniana (Luggy 
col. 1995) y la modulacibn de la sintesis de prostaglandinas uterinas y oviricas durante la 
luteolisis en la rata (Motta y col. 1995). En 1995, Burnett y col. (1 995) localizaron la enzima 
NO-sintasa en diferentes organos del tracto genital masculino de rata rnientras que Chamness 
y col. (1995) describen el efecto de 10s androgenos sobre esta enzima. Hasta el momento, se han 
realizado pocos experimentos destinados a conocer el papel del NO en la fisiologia del 
espermatozoide. 
Los resultados presentados en esta tesis constituyen las primeras evidencias de la 
presencia de la NO-sintasa en la gameta maculii y de su relacion con la fisiologia del 
espermatozoide.. 
Cuando se comenzaron a describii las distintas isoformas de la NO-sintasa, la enzima se 
nombraba se@n el tejido donde se hallaba (e.g. bNO-sintasa se descubrio primer0 en cerebro 
-"brainw- de rata). Luego, se demostro que la NO-sintasa neuronal estaba ampliamente 
distribuida en tejidos no neuronales y presentaba variaciones en el peso molecular, sugiriendo 
cierto grado de especificidad enzimatica. Algunos ejemplos son la NO-sintasa de placenta (1 25 
kD), de higado (100 kD) y de pulmon (140 kD) (Springall y col. 1992). 
Nuestros resultados con la tecnica de "inmunoblotting" indican que anticuerpos 
especificos dirigidos contra la NO-sintasa tanto de caracter constitutivo (NOS-B y NOS-E) 
como inducible (NOS-I) son capaces de reconocer en el espermatozoide una unica fraccion 
proteica de 140 kD bajo condiciones desnaturalizantes y no reductoras. El hecho que 10s tres 
anticuerpos reconozcan una banda de igual peso molecular sugiere que se trata de una sola 
isoforma, cuya estructura posee cierto grado de homologia con las NO-sintasas neuronal, 
endotelial e inducible. 
Otros trabajos demuestran que anticuerpos policlonales dirigidos contra la NO-sintasa 
neuronal pueden reconocer a la isoforma endotelial (Springall y col. 1992) y a una proteina 
similar en el utero de rata (Suburo y col. 1995) y organos sexuales masculines (Chamness y col. 
1995). Ademas, esta documentado que existe un 50% de homologia entre las tres isoformas, 
permitiendo la reactividad cruzada entre 10s tres anticuerpos (Nathan, 1992). 
Si aceptamos que el espermatozoide no es capaz de sintetizar proteinas de nova, la seiial 
positiva revelada con el anticuerpo NOS-I se puede atribuir a la reactividad cruzada entre la NO- 
sintasa espermatica y la isoforma inducible. 
Cuando 10s espermatozoides son tratados con un agente reductor (2-mercaptoetanol), 
no se detecta la banda de 140 kD y ninguna otra banda puede ser visualizada. Este resultado 
sugiere que la capacidad de union que posee la NO-sintasa a1 anticuerpo se pierde en presencia 
de 2-mercaptoetanol. Por lo tanto, 10s puentes disulfbro de la NO-sintasa del espermatozoide 
son necesarios para mantener la estructura apropiada de 10s epitopes, 10s cuales son reconocidos 
por 10s diferentes antisueros. 
Podemos decir entonces, que 10s resultados obtenidos por Western Blot demuestran la 
existencia de una isoforma de la NO-sintasa, probablemente caracteristica del espermatozoide 
murino. De todos modos, para poder corroborar estos resultados, creemos que es necesario 
trabajar con la NO-sintasa espermatica purificada, en lugar de extractos de proteinas 
solubilizadas de espermatozoides. 
La NO-sintasa es locallzada por inrnunofluorescencia en el acrosoma y en la parte media 
del flagelo. Esta localizacion de la NO-sintasa en el espermatozoide (cabeza y flagelo) puede ser 
indicativa de su fbncion en esta celula. Ademas, la poblacion de espermatozoides epididimarios 
no es homogenea con respecto a la distribucion de la enzima. Una fiaccion de la poblacion de 
espermatozoides presenta una fberte fluorescencia en el acrosoma y en la cola, mientras que otra 
presenta fluorescencia solo en la cola y tambien existe una tercera fiaccion que presenta una 
tenue fluorescencia en la cabeza y en la cola. Mas aun, existen variaciones temporales 
relacionadas con la desaparicion de la fluorescencia en la region acrosomal del espermatozoide, 
que se corresponden con el lapso previsto para que ocurra la capacitacion y la reaccion 
acrosornal del espermatozoide murino. La desaparicion de la marca de la NO-sintasa a 10s 150 
min podria ser atribuida a un cambio de localizacion durante la capacitacion 6 a la perdida de 
la enzirna durante el proceso exocitbtico. Nuestros experimentos no nos permiten establecer esta 
diferencia y por lo tanto no podemos asignar todavia un significado fisiologico precis0 a dichos 
cambios. 
Lo que si podemos afirmar es que la h c i o n  plena de la NO-sintasa esta directamente 
relacionada con la plena expresion de la capacidad fertilizante del espermatozoide. La presencia 
de diferentes inhibidores de la NO-sintasa como el L-NAME o la NO,-arg durante la 
capacitacion espermatica produce una disminucion significativa en el numero de ovocitos 
fertilizados. El L-NAME y la NO,-arg inhiben mayormente a las NO-sintasas de caracter 
constitutivo y en menor medida a la NO-sintasa inducible. Corbett y col. (1 992) describen una 
inhibicion selectiva de la isoforma inducible por la aminoguanidina. El efecto dispar obtenido 
entre L-NAME y NOrarg cornparado con la aminoguanidina sugiere, una vez mas, que la NO- 
sintasa del espermatozoide es de caracter constitutivo. 
En el proceso de fertilizacion, la inhibicion observada con L-NAME depende de la 
concentracion. Las concentraciones de L-NAME utilizadas para observar un efecto significativo 
es th  en el orden de las que se utilizan en otros tejidos. La especificidad del efecto inhibitorio 
del L-NAME queda demostrada por la reversion de su efecto con L-arginina (en altas 
concentraciones) pero no con D-arginina, dado que la sintesis de NO via NO-sintasa es 
especifica para el enantiomero L-arginina. Ademis, determinamos que el D-NAME, 
enantiomero inactivo del L-NAME, no ejerce efecto inhibitorio en la fertilizacion. Estos datos 
confirman entonces, el efecto especifico del L-NAME en la fertilizacion in vitro. 
Es importante destacar que el efecto inhibitorio del L-NAME se ejerce unicamente sobre 
la gameta masculina porque no se observa inhibicion cuando 10s ovocitos son tratados con L- 
NAME. Sin embargo, estos experimentos no descartan la posibilidad que el ovocito posea la 
enzima NO-sintasa, la cual en caso de participar en el proceso de fertilizacion, se encontraria 
afectada a concentraciones y/o tiempos diferentes de 10s ensayados. De hecho, un trabajo de 
Van Voorhis y col. (1994) establece que las &Idas de la granulosa de rata poseen la NO-sintasa 
y sintetizan NO, el cual interviene inhibiendo la esteroidogenesis. 
Si la NO-sintasa participa en el proceso de fertilizacion debe hacerlo necesariamente a 
traves de su intervention en algunos de 10s procesos claves de 10s cuales depende la capacidad 
f d h n t e  del espermatozoide. La capacitacion como la hiperactivacion y la reaccion acrosomal 
ocmen en el tracto genital femenino. Como consecuencia de la capacitacion, el espermatozoide 
se hiperactiva y es susceptible de responder a estimulos que desencadenan la reaccion 
acrosomal. Asi, el esperrnatozoide adquiere la capacidad para penetrar la zona pelucida y luego 
ksionarse con el ovocito. 
Dado que inhibidores de la NO-sintasa afectan al. proceso de fertilizacion, nos 
preguntamos si la NO-sintasa del espermatozoide intervenia tarnbien en 10s patrones de 
motilidad y de hiperactivacion espermatica. Cuando tratamos a 10s espermatozoides con L- 
NAME en un medio capacitante, la motilidad general y el patron de hiperactivacion disminuyen 
significativamente respecto a1 control. 
A d d ,  la motilidad espermatica es afectada en fonna concentracion-dependiente por 
un generador de NO (NP). Tambien observarnos que altas concentraciones de NP (300 pM) 
disminuyen significativamente la motilidad espermitica y comprobamos que esta disminucion 
se debe a la perdida de viabilidad de 10s espermatozoides. 
Nuestros resultados no explican la causa del efecto toxico del NO a altas 
concentraciones, sin embargo, se lo podria relacionar con el proceso de respiracion mitocondrial 
(Comporti, 1989) y el de lipoperoxidacion (Griveau y col. 1995). Los espermatozoides 
requieren gran cantidad de ATP como fbente de energia para mantener la motilidad. 
Posiblemente, el NO inhiba enzimas tales como la aconitasa, la gliceraldheido fosfato 
deshidrogenasa o proteinas mitocondriales, provocando una deplecion de ATP, que se vera 
reflejada en una perdida de la motilidad (Weinberg y col. 1995). 
A dferencia de otras celulas, el espermatozoide utiliza todo el ATP para moverse y no 
para la biosintesis de membranas; por lo tanto pierde la capacidad de realizar auto-reparaciones. 
El espermatozoide posee todas las enzimas defensivas antioxidantes: catalasa (Jeulin y col. 
1989), glutation peroxidasa (Alvarez y Storey, 1989) y superoxido dismutasa (SOD) (Mennella 
y Jones, 1980). Sin embargo, la efectividad de estas enzimas esta lirnitada por su concentracion 
y distribution. Todas estas enzimas protectoras esth localizadas en el citoplasma, el cual ocupa 
un lugar muy pequefio en el espermatozoide. Por lo tanto, la gameta masculina es susceptible 
a1 stress oxidativo, condicion asociada a1 aumento de dafio celular inducido por las especies 
reactivas del oxigeno (ROS). 
Dado que en 10s experimentos realizados con NP el efecto del NO esta intimamente 
relacionado con la concentracion de NP utilizada, se puede pensar que 300 pM de NP produce 
una cantidad de NO tal que supera la accion de las enzimas protectoras como la SOD, 
favoreciendo el proceso de lipoperoxidacion e inhibiendo la respiracion celular. Sin embargo, 
estas ideas entran meramente en el campo especulativo y seria muy interesante poder 
comprobarlas. 
Es de notar que experimentos redizados por Hellstr6m y col. (1994) sefialan que bajas 
concentraciones de NP (50 y 100 nM) favorecen la motilidad y la viabilidad de espermatozoides 
humanos sometidos a congelamiento y descongelarniento; asi como tambien reducen el daiio 
lipoperoxidativo de las membranas espedticas. Trabajos recientes sugieren que el 
espermatozoide y el ovocito poseen la capacidad inherente per0 limitada de generar ROS, las 
cuales favorecen el proceso de fertilizacion (Sikka y col. 1995). 
A la luz de estos resultadoq en donde bajas concentraciones de NO favorecen la fbncion 
eqmnilica rnientras que altas concentraciones causan daiios irreparables en el espermatozoide, 
se podria pensar como posible hipotesis que en condicionesJisiolcigcas, el NO liberado por el 
tracto genital femenino intervendria como factor de seleccion en el proceso de fertilizacion. 
Seria muy interesante investigar cuales son las concentraciones de NO en el utero y en el 
oviduct0 de hembras en proestro y estro, de manera de poder saber si el NO en estos tejidos se 
mod%ca en relacion a1 paso de 10s espermatozoides por el tracto genital femenino. Asi, el NO 
exogeno actuaria como factor de seleccion favoreciendo la motilidad espermatica o 
disminuyendo la viabilidad de aquellos espermatozoides que de alguna manera son mas 
susceptibles al stress oxidativo. 
En 10s ensayos realiiados con NP tambitin medirnos el porcentaje de c8ulas 
hiperactivadas. Se observo que en presencia de 300 pM y 150 pM de NP, el patron de 
hiperactivacion aparece antes en el tiempo comparado con el control. Sin embargo, con 300 pM 
de NP el patron de hiperactivacion cornienza a decrecer a 10s 120 rnin de comenzada la 
capacitacion. Estos resultados sugieren por un lado, que el NO puede estimular la 
hiperactivacion espermatica en concentraciones no toxicas, y por otro lado es razonable pensar 
que el adelanto en el tiempo del patron de hiperactivacion produce un gran gasto de energia, el 
cual conduce a una muerte celular temprana. 
Estos datos encuadran dentro de la hipotesis de selection, donde el NO seria un 
regulador fisiologico de la rnotilidad espemitica, favoreciendo el encuentro con el ovocito solo 
a una fiaccion de la poblacion de espermatozoides. 
Sin embargo, tambien es importante poder interpretar 10s resultados bajo condiciones 
patologicas. Trabajos recientes establecen que la gran produccion de NO liberado por celulas 
del sistema inmune en el tracto genital femenino como el exceso de ROS en el semen estarian 
asociados con la perdida de motilidad espedtica y con la infertilidad (Aitken y col. 1989; 
Tomlinson y'col. 1992; De Larnirande y Gagnon, 1992). 
Hasta el momento, 10s resultados obtenidos con NP y L-NAME demuestran que el NO 
(de origen endogeno ylo exogeno) interviene en el p r o m  de fertilizacion, modulando al menos 
la motilidad espermatica. 
Otro parhetro importante de evaluar en el proceso de fertilizacion es el de reaccion 
acrosomal, proceso indispensable para que un ovocito sea fertilizado. Durante el proceso de 
fat i lkion pudimos observar que 10s espermatozoides tratados con L-NAME son capaces de 
unirse a la zona pelucida per0 no pueden atravesarla. Recordamos aqui 10s resultados de 
Mollova y col. (1992), quienes demuestran que la penetracion per0 no la union a zona se 
encuentra inhibida cuando espermatozoides de carnero son incubados en presencia de un 
anticuerpo monoclonal anti-dihidronicotinarnida adenina dinucleotido fosfato (NADPH)- 
diaphorasa. Decirnos entonces que nuestros resultados convalidan 10s de Mollova y col. ya que 
recientemente se ha establecido que la distribucion de la NO-sintasa corresponde con la de la 
enzima NADPH-diaphorasa (Dawson y col. 1991). Como el NO puede ser considerado como 
una seiial intracelular, nos cuestionarnos si en el esperrnatozoide la NO-sintasa interviene en este 
proceso. 
En el raton, el estudio de la reaccion acrosomal siempre h e  dificultoso debido a que el 
capuchon acrosomal es pequefio y dificil de detectar con el microscopio optico. En 10s 
experimentos realizados medimos la reaccion acrosomal murina con un metodo nuevo 
desarrollado por nosotros, que combina la coloracion Spermac (Oettle, 1986) con el test hipo- 
osmotico (Jeyendran y col. 1984) y que llamamos HOS-Spermac. Este metodo tiene ventajas 
bien definidas sobre 10s metodos utilizados tradicionalmente. Es mas simple, rapido y de 
resultados m h  consistentes que la coloracion triple. Aunque no tiene 10s refinamientos del CTC 
en cuanto a variedad de patrones, permite manejar un gran numero de muestras en poco tiempo 
y ademas las muestras pueden guardarse y no necesitan ser evaluadas en el dia. 
Utilizando HOS-Spermac, deterrninarnos primeramente el perfil temporal de la reaccion 
acrosornal esponthea e inducida por progesterona en nuestro sisterna para luego poder observar 
el efecto de 10s inhibidores sobre este proceso. En un medio capacitante y en ausencia de 
inductores fisiologicos 10s espermatozoides reaccionan a 10s 180 y 240 rnin de incubacion. Sin 
embargo, espermatozoides capacitados (120 min) y luego incubados con 15 pM de progesterona 
pierden el capuchon acrosomal rapidamente (1 5 min). 
Con respecto a la reaccion acrosomal esponthea, el L-NAME adicionado al cornienzo 
de la incubacion produce una disminucion significativa en el porcentaje de espermatozoides 
reaccionados a partir de 10s 180 min. A1 igual que en el proceso de fertilizacion, este efecto se 
expresa en forma concentracion-dependiente y es estereoespecifico. Sin embargo, en la 
exocitosis esponthnea, el L-NAME no inhibe a todas las concentraciones ensayadas como ocurre 
en la fertilizacion, sino que solo inhibe con las concentraciones mas altas (0.6 mM y 1 mM de 
GNAME). Esto podria explicarse dado que en el proceso de fertilizacion existen otros eventos 
postex'iores a la reaccion acrosomal (e.g. hsion o reaccion cortical), que eventualmente podrian 
ser inhibidos por el L-NAME a concentraciones menores (0.1 mM y 0.3 mM). 
Dado que el inhibidor se encuentra presente durante el transcurso de la capacitacion, 
nuestros resultados solo nos permiten concluir que el L-NAME inhibe el porcentaje de caulas 
reaccionadas espontaneamente, sin poder diferenciar el proceso (capacitacion y/o exocitosis 
acrosomal) sobre el cud a c ~ a .  
En relacion a la progesterona, nosotros confirmarnos que este esteroide es capaz de 
inducir exocitosis en espermatozoides capacitados de raton a valores semejantes a 10s obtenidos 
por otros autores (Roldiny col. 1994); sin embargo resulta interesante observar que la presencia 
de inhibidores especificos de la NO-sintasa adicionados a1 comienzo de la capacitacion bloquean 
el efecto inductor de la progesterona. Para poder determinar que paso de la fertilization 
(capacitacion-reaccion acrosomal) se encuentra afectado, ensayamos la adicion de 10s 
inhibidores a espermatozoides capacitados 6 no capacitados. L-NAME y NO,-arg inhiben 
completamente la exocitosis inducida por progesterona independientemente del momento (60 
6 90 min) en que el inhibidor es agregado. Estos resultados sugieren que la NO-sintasa del 
espermatozoide estaria involucrada duectamente en el mecanismo de reaccion acrosomal 
inducida por progesterona. 
La idea que la NO-sintasa espermatica posee una hncion en la reaccion acrosomal es 
corroborada con el hecho que un generador de NO como spermine-NONOate estimula 
directamente la exocitosis con 0.1 mM y 0.3 mM. Es interesante observar que la concentracion 
de 0.1 mM de spermine-NONOate produce el mismo porcentaje (45.3%) de espermatozoides 
reaccionados que 15 pM de progesterona. El hecho que 0.6 mM de spermine-NONOate inhiba 
la exocitosis puede relacionarse con lo observado por otros autores (Rengasarny y Johns, 1994; 
Canteros y col. 1995), quienes establecen que altas concentraciones de NP (0.6mM-1.2 mM) 
inhiben la actividad de la NO-sintasa. 
Se puede postular que la NO-sintasa achia en una etapa posterior a la union de la 
progesterona a su receptor, localizado en la membrana plasmatica del espermatozoide. Como 
el receptor de progesterona esta acoplado a canales de Ca", es posible que la NO-sintasa 
(probablemente de caracter constitutive) se active cuando aumenta el Ca" intracelular, via 
entrada de Ca" extracelular, al igual que ocurre en otros tejidos. 
Aunque nuestros resultados demuestran una participacion directa de la NO-sintasa en 
la reaccion acrosornal inducida por progesterona, un trabajo reciente de Zini y col. (1995) en 
espermatozoides humanos establece que el agregado de un generador de NO promueve la 
capacitacion in vitro. Sugiere que el peroxido de hidrogeno (H,O,) es necesario para la accion 
del NO y que junto a1 anion superoxido intewienen en la capacitacilm, la cud es considerada 
como parte de un proceso oxidativo. Por lo tanto, no se puede descartar la posibilidad que la 
NO-sintasa del espermatozoide tambien intervenga en el proceso de capacitacion. 
En este trabajo no solo demostramos la presencia y la localization de la NO-sintasa en 
el espermatozoide y su participacion en procesos claves de la fisiologia del mismo, sino que 
ademb estudiarnos la capacidad del espermatozoide de sintetizar NO. Los espermatozoides son 
capaces de sintetizar NO a lo largo del proceso de capacitacion y alcanzan la maxima 
produccion de L-['4C]citrulina a 10s 120-180 min. Esta produccion de NO es especificamente 
inhibida por L-NAME pero no por aminoguanidina. Estos resultados concuerdan con 10s 
obtenidos en 10s ensayos de fertilization in vitro y Western Blot y sugieren nuevamente que la 
NO-sintasa del espermatozoide es de caracter constitutivo. Este dato es esperable porque por 
un lado, se sabe que el espermatozoide no tiene la capacidad de sintetizar proteinas de novo y 
por el otro, 10s espermatozoides se incuban en ausencia de inductores de la NO-sintasa inducible 
(e.g. citocinas o LPS). 
Por otro lado, la progesterona es capaz de estimular directamente la sintesis de NO a 
espermatozoides capacitados. Este resultado confirma 10s ensayos de reaccion acrosomal, donde 
evidenciamos la participation de la NO-sintasa espedtica en la exocitosis mediada por 
progesterona. Creemos que seria interesante poder investigar si ademas de mediar 10s efectos 
de la progesterona, la NO-sintasa interviene en otros mecanismos inductores de la exocitosis 
acrosomal murina. 
La arginina entra a las celulas por carriers que median la difbsion facilitada y que son 
especificos para aminoacidos cationicos. Este sistema de transporte se denornina sistema y' 
(White, 1985) y consiste en al menos dos proteinas de membrana llarnadas CAT-1 y CAT-2B, 
las cuales se expresan diferencialmente en raton (Bogle y col. 1992). En macrofagos activados 
por LPS, la produccion de NO depende de la arginina extracelular y puede ser el factor limitante 
para la produccion de NO (Sato y col. 199 1 ; Takema y col. 1 99 1 ). Contrariamente, las celulas 
endoteliales cultivadas in vitro dependen en menor medida de la concentracion extracelular de 
L-arginina (Palmer y col. 1988a). En estas celulas la concentracion intracelular de L-arginina 
varia entre 100-800 pM (Baydoun y col. 1990). Se vio que luego de 24 hs de incubacion en un 
medio libre de L-arginina, la concentracion intracelular de este aminoacido es de 200 pM y la 
produccion de NO apenas se reduce (Baydoun y col. 1990), ya que el K,,, para la isoforma III 
(endotelial) se determino en 2.9 pM. Consecuentemente, esta isoforma debe estar saturada en 
estas celulas, no observbdose un aumento de la actividad con el agregado del sustrato. En 
nuestro sistema demostramos que la formacion de NO depende del agregado de L-arginina al 
medio de incubacion y que la sintesis de NO es lineal durante 10s primeros 20 min de 
capacitacion, alcanzando el nivel mhximo a 10s 120-180 min. Sin embargo, hasta el momento 
no se ha descripto el transporte transmembrana para la arginina ni la concentracion intracelular 
de L-arginina que posee el espermatozoide, dificultando la determination del Y, y la V, de la 
NO-siitasa espedtica bajo nuestras condiciones experirnentales, donde trabajamos con celulas 
vivas (condiciones in vivo). 
Relacionando lo antes expuesto con el ensayo de fertilizacion in vitro, en donde el 
agregado de 5 mM de L-arginina al medio de capacitacion no era capaz de aumentar el 
porcentaje de ovocitos fertilizados, se puede especular que: (1) el alto porcentaje de ovocitos 
fertilizados (87.1%) dificulta la observation de un aumento aun mayor de fertilization en 
presencia de L-arginina o (2) un aurnento en la formacion de NO dado por la alta concentracion 
de L-arginina (5 mM), no es capaz de mejorar 10s porcentajes de fertilization in vitro. 
Corresponde aclarar que durante el transcurso del siguiente trabajo de tesis, algunos 
autores intentaron detectar la actividad de la NO-sintasa en espermatozoides murinos y 
humanos, pero no pudieron hacerlo. Una de las diferencias entre nuestro trabajo y el de estos 
autores (Zini y col. 1995; Schaad y col. 1995) es el medio de incubacion que han utilizado 
(HAM-F 10). El medio de fertilization (MF) (Fraser y Drury, 1975) es un medio libre de 
arginina a diierencia del medio HAM-F 10, el cud posee L-arginina en alta concentracion (1.2 
mM). Por lo tanto, la presencia de L-arginina en el medio de incubacion dificulta la observation 
de la fonnacion de L-[14C]citrulina a partir de L-[14C]arginina como sustrato, dado que la 
concentracion de arginina marcada que se utiliza es pequeiia (5.0 pM). Por otro lado, el uso de 
andogos competitivos de la NO-sintasa como el L-NAME o la NO,-arg deben agregarse en 
altas concentraciones para poder observar un efecto inhibitorio en un medio como el HAM-F 
10. 
Aunque en el m o  de Schaad y col. (1995) no se puede detectar la actividad de la NO- 
siintasa en el espermatozoide, estos autores demuestran que el semen humano presenta un efecto 
inhibitorio sobre la actividad de la NO-sintasa neuronal. Este dato resulta sumamente 
interesante, ya que apoya indirectamente nuestras investigaciones. Es decir, si nosotros 
postulamos que la NO-simtasa del espermatozoide esta involucrada en 10s mecanismos asociados 
al proceso de capacitacionJr&on acrosornal es de esperar que exista al&n factor en el plasma 
seminal que inhiba la actividad de la NO-sintasa y module directa 6 indirectamente el estado 
fbncional del espermatozoide. 
Por otro lado, en trabajos previos relacionados con el proceso de fertilizacion, nosotros 
habiamos dernostrado que el complejo ciunulus-ovocito era capaz de sintetizar prostaglandiias, 
las cuales intervienen en 10s mecanismos relacionados a la fbncion espermatica (Viggiano y col. 
1995). La PGE, achja como un factor capacitante in vitro y aumenta el porcentaje de reaccion 
acrosomal inducida por el ionoforo de Ca" (Herrero y col. 1995). 
Ante estos resultados y conociendo la interaccion existente entre el NO y las 
prostaglandinas (Rettori y col. 1993; Salvemini y col. 1993), nos cuestionamos si el 
espermatozoide murino era capaz de sintetizar prostaglandinas y si el NO modulaba dicha 
sintesis. Nuestros ensayos evidencian la actividad de las enzimas lipoxigenasa y ciclooxigenasa 
en la gameta masculina mediante la sintesis de PGE, y 5-HETE y ademas, el NO exogeno es 
capaz de estimular la actividad de estas enzirnas. El hecho que el L-NAME y la hemoglobina no 
inhiban la sintesis basal de PGs e hidroxiacidos nos recuerda resultados semejantes en utero 
(Franchi y col. 1994) e hipothlamo (Rettori y col. 1993) de rata donde el efecto de la inhibicion 
de la NO-sintasa &lo se observa en tejidos previamente estimulados con agonistas especificos. 
Sin embargo, aunque no existen aun suficientes datos experimentales, seria interesante 
poder especular algunos mecanismos de accion relacionando las PGs y el NO con la exocitosis 
acrosomal murina. En este trabajo de tesis hemos demostrado que la progesterona estimula 
directamente la formation de NO sugiriendo que la NO-sintasa del espermatozoide media 10s 
efectos de la progesterona para inducir la reaccion acrosomal. Dado que se ha demostrado que 
las PGs intervienen en el proceso de exocitosis (Zaneveld y col. 199 1 ; Meizel y Turner, 1984) 
y que la progesterona estimula la sintesis de NO, seria interesante poder investigar si durante 
el evento de exocitosis inducido por progesterona, la sintesis de PGs espermaticas se 
ve estimulada por la progesterona via NO-sintasa. 
Otro mecanismo de accion podria ser la via del GMPc. En otros tejidos se vio que el NO 
modula a la enzima guanilato ciclasa (Murad, 1994) aumentando la sintesis de GMPc 
independientemente de la via de las PGs. Dado que se ha descripto la presencia de una guanilato 
ciclasa particulada en el espermatozoide (Radany y col. 1983; Bentley y col. 1986) y la 
participation del GMPc en la exocitosis acrosomal (Santos-Sacchi y Gordon, 1980), tambien 
seria interesante poder investigar si el NO sintetizado por la NO-sintasa del espermatozoide 
estimula la sintesis de GMPc en la reaccion acrosomal inducida por progesterona. 
Los resultados obtenidos y la presente discusion plantean nuevos interrogantes sobre la 
kncion que puede tener el oxido nitric0 en el carnpo de la fertilizacion. En este sentido, las 
investigaciones que se desarrollan actualmente en nuestro laboratorio es tb  orientadas por 10s 
siguientes objetivos: 
- profbndizar sobre 10s mecanismos de accion de la exocitosis acrosomal inducida por 
progesterona en 10s que participa el NO como mensajero intracelular. Especificamente se medira 
la formacion de GMPc y de prostaglandinas en espermatozoides capacitados e inducidos con 
progesterona. 
- detenninar si la NO-sintasa espedtica interviene tambien en el evento de firsion. 
- a i h  y caracterizar mediante ensayos bioquimicos la NO-sintasa del espermatozoide 
murino. 
- extender estos estudios a muestras humanas y explorar la distribucion y bcionalidad 
de esta en* en pacientes f w e s  e hf&tiles. Creemos que estudios de esta naturaleza podrim 
contribuir a la comprension del mecanismo de fertilizacion y a mejorar la calidad de vida de la 
poblacion. 
CAPITULO V 
Conclusiones 
. En este trabajo de tesis, evidenciamos por primera vez, la presencia de la NO-sintasa 
en el espermatozoide murino. 
. Mediante ensayos farrnacologicos determinamos que la NO-sintasa participa en el 
proceso de fertilization in vitro modulando tanto 10s parhetros de motilidad como de reaccion 
acrosornal espontbea e inducida por progesterona. Es deck que la NO-sintasa es necesaria para 
que el espermatozoide exprese plenarnente su capacidad fertilizante in vitro. 
. A traves de 10s ensayos inmunologicos evidenciamos que en el espermatozoide la NO- 
sintasa se lo& en el acrosoma y en la cola con un peso molecular de 140 kD. La NO-sintasa 
espermatica parece ser una isoforma caracteristica de caracter constitutive. 
. Mediante 10s ensayos cineticos determinamos la formacion de oxido nitrico durante el 
proceso de capacitacion y demostramos que la progesterona estirnula la sintesis de oxido nitrico 
en espermatozoides previamente capacitados. 
. F i e n t e ,  demostramos que 10s espermatozoides murinos sintetizan prostaglandinas 
e hidroxiacidos; esta sintesis es estimulada por un generador de oxido nitrico. Ademh, la 
inhibition de la NO-sintasa no modifica 10s niveles basales de estos metabolitos. 
CAPITULO VI 
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